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V magistrski nalogi so predstavljene edinstvene lastnosti svile v platformi za načrtovanje in 
izdelavo zdravil z nadzorovanim sproščanjem. Veliko zanimanje za biopolimer fibroin izhaja 
iz redke kombinacije njegovih želenih lastnosti, kot so možnost izolacije in čiščenja z vodnim 
medijem, predelava v odsotnosti kemičnih premreževal, sterilizacija z različnimi metodami, 
itn. Kljub temu je potrebna obravnava kritičnih točk na poti do trženja fibroinskih izdelkov, 
da bi bila zagotovljena ustrezna kakovost, učinkovitost in varnost fibroinskega proizvoda. V 
eksperimentalnem delu naloge smo razvili robusten in razširljiv proces izolacije fibroina iz 
kokonov sviloprejke Bombyx mori in vzpostavili kontrolne korake za optimizacijo identitete 
in čistosti izdelka. Vrednotenje pripravljene raztopine fibroina je bila naša začetna točka v 
sistematičnem pristopu za razvoj formulacije. Vključeval je izbiro modelne zdravilne 
učinkovine estradiola in ugotavljanje kritičnih parametrov za enostavno pripravo fibroinskih 
dostavnih sistemov z nadzorovanim sproščanjem. Pripravili smo različne fibroinske dostavne 
oblike (filme, hidrogele, porozne liofilizate) z dodatkom etanola, ki je služil za raztapljanje 
estradiola in povečal hitrost geliranja raztopine fibroina. Potencial dostavnih sistemov 
estradiola smo opredelili s testiranjem vgrajevanja, sproščanja in vitro v fosfaten pufer brez in 
s površinsko aktivno snovjo ter analizo koncentracije estradiola s tekočinsko kromatografijo 
visoke ločljivosti. Lastnosti dostavnih sistemov in njihov vpliv na fibroin smo določili z 
uporabo različnih analitskih metod: vrstične elektronske mikroskopije, infrardeče 
spektroskopije s Fourierjevo transformacijo in rentgenske praškovne analize.  
 
Tanki filmi so se v pufru raztopili v petih minutah in sprostili estradiol, saj je bil v njih fibroin 
pretežno amorfen in vodotopen. Kemične in konformacijske lastnosti fibroina v tankih filmih 
se niso spremenile, kljub vključevanju estradiola v etanolni raztopini. Debelejši filmi so bili 
zaradi postopka geliranja fibroina z etanolom sami po sebi netopni in so posledično imeli večjo 
vsebnost kristaliničnih domen oz. β-ravnin. Za pripravo debelejših filmov smo vmesne 
hidrogelne oblike posušili. S testiranjem sproščanja estradiola in vitro smo ugotovili 
podaljšano sproščanje vse do 129 dni, kar potrjuje obetavno uporabo debelejših filmov z 
estradiolom. Porozni cilindri, pripravljeni z liofilizacijo, so kot dostavni sistemi manj 
primerni, ker je bil estradiol po vgrajevanju prisoten le na površini v obliki kristalov in ne v 




This master thesis presents the unique properties of silk in the platform for the design and 
manufacture of controlled release medicines. A great deal of interest in the biopolymer fibroin 
derives from a rare combination of its properties, such as the possibility of isolation and 
aqueous-based purification, processing in the absence of chemical cross-linkers, sterilisation 
by various methods, etc. Nevertheless, critical points on the path to bringing fibroin-based 
products to the market, while ensuring proper quality, efficacy and safety remain to be 
considered. Within our experimental research, we developed a robust and scalable process of 
isolating fibroin from the cocoons of silkworm Bombyx mori and established control steps to 
optimise the identity and purity of the product. The characterisation of the prepared fibroin 
solution was our starting point in a systematic approach to formulation development, including 
the selection of estradiol as a drug candidate and determination of critical parameters for the 
preparation of fibroin delivery systems with controlled release. We prepared various fibroin 
delivery forms (films, hydrogels and porous scaffolds) with the addition of ethanol, which 
served to dissolve estradiol and accelerate the gelation of the fibroin solution. We determined 
the potential of estradiol delivery systems by testing the incorporation, in vitro release in the 
phosphate buffer without and with the surfactant and analysis of estradiol concentrations with 
high-performance liquid chromatography. The properties of our delivery systems and their 
influence on fibroin were determined with different analytical methods: scanning electron 
microscopy, Fourier-transform infrared spectroscopy and X-ray powder diffraction.  
 
Thin films were dissolved in the buffer within five minutes with initial “burst-release” of 
estradiol, as the fibroin in them was predominantly amorphous and water-soluble. Chemical 
and conformational properties of fibroin in thin films did not change, despite the incorporation 
of estradiol in ethanol solution. Thick films were inherently insoluble due to the gelation of 
fibroin with ethanol and consequently had a higher content of crystalline domains or β-sheets. 
For the preparation of thick films, we dried the intermediate hydrogel forms. By testing the 
release of estradiol in vitro, we found a prolonged release for up to 129 days, which confirms 
the promising use of the thick films with estradiol. Porous scaffolds prepared by lyophilisation 
are less suitable as delivery systems since estradiol was present only on the surface in the form 




AUC – površina odziva pod kromatografsko krivuljo (ang. area under the curve) 
BCS – biofarmacevtski klasifikacijski sistem (ang. biopharmaceutical classification system) 
E2 – estradiol 
EtOH – etanol 
FT-IR  – infrardeča spektroskopija s Fourierjevo transformacijo (ang. Fourier- transform 
infrared spectroscopy) 
HPLC – tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. high-performance liquid 
chromatography) 
PAS – površinsko aktivna snov 
PBS – fiziološki fosfatni pufer (ang. phosphate-buffered saline) 
SDS – natrijev dodecil sulfat (ang. sodium dodecyl sulfate) 
SEM – vrstični elektronski mikroskop (ang. scanning electron microscope) 
SF – raztopina fibroina iz svile (ang. silk fibroin) 
ZU – zdravilna učinkovina 









1.  UVOD 
 
1.1.   SVILA 
 
Svila, pridobljena iz kokonov sviloprejke Bombyx mori, je najpogostejša in tudi najbolj 
proučena vrsta svile. Sestavljena je iz dveh proteinov, fibroina (70 % (m/m)) in sericina (30 




Slika 1: Zgradba svile kokonov Bombyx mori [2]. 
 
Fibroin svile B. mori je proteinski kompleks z visoko molekulsko maso (≈ 2,3 MDa), 
sestavljen iz lahke verige (L, 25 kDa) in težke verige (H, 350 kDa), ki sta med seboj povezani 
z disulfidno vezjo na C-terminalnem koncu molekule. Na verigi je nekovalentno vezan tudi 
glikoprotein P25 (25 kDA) [1, 3]. Lahka veriga fibroina je hidrofilne narave in relativno 
elastična, glikoprotein P25 pa igra pomembno vlogo pri vzdrževanju integritete kompleksa [1, 
3]. Fibroinska težka veriga je glavna strukturna komponenta beljakovinskega kompleksa in je 
amfifilni, alternirajoči blok kopolimer. Ta kopolimer je sestavljen iz 12 dolgih hidrofobnih 
»kristalnih« domen in 11 manj ponavljajočih in bolj hidrofilnih »amorfnih« področij, s 
hidrofilnimi C- in N-terminalnimi domenami, ki dajejo molekuli končni anionski značaj 
(pIfibroin ≈ 4) v nevtralnem pH območju.  
 
2 
Hidrofobne domene težke verige vsebujejo ponovitve dipeptida G-X (v več kot 90 % primerov 
X predstavlja aminokisline A, S, Y in V) in ponavljajoča se zaporedja GAGAGS ter manj 
ohranjena zaporedja GAGAGX (kjer je X bodisi V ali Y), kar predstavlja primarno strukturo 
proteina (slika 2)1.  
 
 
Slika 2: Primarna struktura in osnovno ponavljajoče aminokislinsko zaporedje težke verige fibroina.  
Odstotki predstavljajo približno molsko gostoto stranskih skupin v sekvenci težke verige [3]. 
 
Zaradi takšnega aminokislinskega zaporedja lahko nastanejo β-ravnine in zavoji, α-vijačnice 
in naključni klobčiči, ki predstavljajo sekundarno strukturo fibroina (slika 3). Fibroin je 
polimorfen protein, ki ga v splošnem lahko najdemo v dveh značilnih strukturah. Prva je 
amorfna, sestavljena predvsem iz naključno zvite polipeptidne verige (imenovana svila I). 
Druga oblika strukture (svila II) pa sestoji iz kristalnih β-ravnin, ki so z vodikovimi vezmi 
urejene v antiparalelno nagubano ravnino in so v splošnem vzrok za netopnost svile. 
Hidrofobne β-ravnine, t. i. kristalne domene, so obkrožene s hidrofilnimi amorfnimi 
domenami,  ki so tudi bolj dovzetne za encimsko razgradnjo [1, 3-5]. Na biorazgradljivost in 
mehanske lastnosti vpliva sekundarna struktura oz. kristaliničnost fibroinskega materiala, ki 
je odvisna tudi od načina priprave, kot npr. raztopljenih soli, liofilizacije ali elektrostatskega 
sukanja [3, 6, 7]. Fizikalne lastnosti fibroinskega dostavnega sistema se potemtakem lahko 
prilagodijo potrebam kinetike sproščanja in biorazgradnje [3]. 
 
                                                 
 
1 Oznake za aminokisline: G – glicin, A – alanin, S – serin, V – valin, Y – tirozin. 
3 
Sericin je hidrofilen glikoprotein in naravno lepilo za pritrjevanje enega fibroinskega vlakna 
z drugim(i) in vzdrževanje strukturne celovitosti kokona. V preteklosti je bila 
biokompatibilnost svile vprašljiva zaradi velikega števila poročil o alergičnih reakcijah pri 
ljudeh. Imunogenost svile je popolnoma odvisna od načina vezave sericina na fibroin, saj le v 
kombinaciji s fibroinom lahko sproži imunski odziv [8]. Znanstveniki so izvedli številne in 
vitro in in vivo ter klinične študije za sericin [1]. Danes so znani dokazi o impresivnih bioloških 
aktivnostih sericina in drugih pokazateljev, da se lahko uporablja kot samostojen in varen 
biomaterial za in vivo študije [9-11]. Predelava kokonov svile za farmacevtsko in medicinsko 
uporabne materiale zahteva najprej ločevanje fibroina od oblog sericina. 
 
 
Slika 3: Sekundarna strukturna organizacija v fibroinu svile B. mori (a = v smeri vodikovih vezi, b = 
v smeri zlaganja ravnin in c = v smeri osi vlakna). (i) Prikaz urejene kristalne in neurejene amorfne 
domene znotraj fibroinskega vlakna. (ii) Zlaganje ploskev znotraj kristalne β-strukture, zaradi Van 
der Waalsovih interakcij (bc ravnina). (iii) Struktura antiparalelne β-ravnine in vodikovih vezi med 
karbonilnimi in amino skupinami (ac ravnina) [1]. 
 
1.1.1. Čiščenje in izolacija fibroina 
 
Glavni cilj pri čiščenju fibroina je odstranitev površinskega sloja svilenih vlaken B. mori, 
odstranjevanje potencialno imunogenih proteinov ali glikoproteinov in drugih možnih 
kontaminacij [3]. Beljakovine sericina so ključne nečistote s širokim razponom molekulske 
mase (~ 20 do ~ 400 kDa) in večjo hidrofilno ter ionsko naravo v primerjavi s fibroinom, 
4 
zaradi prisotnosti močnih polarnih aminokislinskih stranskih skupin [1, 3]. Na podlagi teh 
razlik med fibroinom in sericinom obstaja več možnosti za čiščenje fibroina na vodni osnovi 
(desericinizacija). Selektivno raztapljanje sericina lahko izvajamo pri temperaturah med 25 in 
100 °C v alkalnem (npr. natrijevem karbonatu) ali kislem mediju (npr. citronski kislini) in v 
raztopinah z visoko koncentracijo denaturanta (npr. sečnina) ali proteaze. Najpogosteje 
uporabljena metoda v literaturi je segrevanje v alkalnem mediju [3]. Ta postopek vključuje 
vrenje kokonov svile v 0,02 M vodni raztopini natrijevega karbonata (Na2CO3), ki povzroči 
skoraj takojšnje (~ 5 min) raztapljanje in delno hidrolizo sericinskih proteinov, kot tudi 
časovno odvisno delno hidrolizo fibroina [12].  
 
1.1.2. Topnost in stabilnost fibroina 
 
Iz očiščenih vlaken fibroina je mogoče pripraviti vodno raztopino, ki jo z različnimi tehnikami 
lahko preoblikujemo v številne oblike [3]. Ta raztopina fibroina je poznana pod imenom 
»regenerirana raztopina svile« (ang. regenerated silk solution). Ime označuje naravni izvor 
vlaken, iz katerih lahko proizvedemo biopolimerno raztopino in jo nadalje oblikujemo [13]. 
Regenerirano raztopino svile izdelamo z raztapljanjem očiščenih fibroinskih vlaken z uporabo 
kaotropnih sredstev, kot so visoko koncentrirane vroče raztopine soli (npr. ≥ 9 M LiBr, ≥ 50 
°C ali ≥ 10 M LiSCN, ≥ 25 °C) ali trikomponentni sistemi, ki vsebujejo alkohole (npr. 
CaCl2/voda/etanol, ≥ 70 °C), da bi prekinili visoko stopnjo vodikovih vezi med posameznimi 
molekulami proteinov [3, 14, 15]. Za pripravo raztopine fibroina je potrebno še naknadno 
odstranjevanje soli, predvsem z dializo skozi semipermeabilno membrano, čeprav v literaturi 
najdemo tudi predlog o alternativnem ločevanju s kromatografskim postopkom [16].  
 
Voda ima pomembno vlogo pri obdelavi regenerirane raztopine fibroina, saj deluje kot 
mazivo, ki omogoča gibanje polipeptidnih verig in nastanek sekundarnih struktur. Nadzor nad 
lastnostmi fibroinskih materialov dosežemo predvsem z usklajevanjem hidratacijskega stanja 
[14, 17]. Fibroin je v svojem vodotopnem stanju (svila I) relativno termodinamično nestabilen. 
Molekule fibroina se v vodni raztopini brez ali z zunanjimi dražljaji postopoma preuredijo v 
energetsko bolj stabilno obliko (svila II), tj. hidrogel z bogato vsebnostjo β-ravnin. Ta oblika 
je v vodi netopna in njena pretvorba je nepovratna [18]. Pri nevtralnih pH vrednostih brez 
perturbacij je kinetika geliranja raztopine dokaj počasna, kar zagotavlja obvladljiv časovni 
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okvir za pripravo formulacij. Na primer, geliranje raztopine fibroina pri 2–8 °C lahko traja 
manj kot 24 ur in več kot 30 dni, odvisno samo od koncentracije fibroina. Fizikalna stabilnost 
vodne raztopine fibroina je odvisna od pogojev shranjevanja (npr. ionske jakosti raztopine, pH 
vrednosti in temperature), porazdelitve molekulske mase proteina kot tudi prisotnosti 
mehanskih ali elektromagnetnih dražljajev [3]. Kristaliničnost je osnova stabilnosti 
fibroinskega materiala [19]. 
 
1.1.3. Kristaliničnost fibroina 
 
Tako kot sviloprejka v in vivo procesu predenja kokona v svojih žlezah spreminja kemijsko in 
fizikalno okolje, tako lahko te procese biomimetično izkoriščamo in vitro [20]. S 
spreminjanjem pH vrednosti, koncentracije anionov in strižnih sil lahko sviloprejka spreminja 
sekundarno strukturo fibroina v netopne β-ravnine (svila II) ali v topne naključne klobčiče 
(svila I) ter tudi stanje fibroina iz sola v gel ali obratno [21]. Vse te spremembe so za 
sviloprejko nujne, da lahko raztopina proteina potuje in se shranjuje v predilnih žlezah ter da 
v predilni bradavici iz raztopine proteina nastane nit [20, 22-25]. Lastnosti fibroinskega 
materiala lahko potemtakem nadzorujemo preko urejanja sekundarne strukture proteina z do 
zdaj znanimi postopki obdelave [3, 14, 17]. Ti obsegajo uporabo fizikalnih dejavnikov, kot so 
mehanska napetost (vorteksiranje), toplota, električni tok, ultrazvočna sonikacija, uporaba 
kemikalij (npr. genipin), voda ali organska topila, ki omogočajo premreževanje molekul in 
nadzorovano pretvorbo sekundarne strukture proteina [1, 3, 26]. Na primer, če raztopino 
fibroina vlijemo in posušimo na zraku pri sobni temperaturi, dobimo prozoren, vodotopen film 
z ohranjeno strukturo svile I. Najpogostejše sredstvo za obdelavo takega filma je metanol, ki 
povzroči lokalno dehidracijo hidrofobnih domen proteina in organiziranje v β-ravnine ter 
posledično netopnost filma [18]. Obseg spreminjanja sekundarne strukture fibroina lahko 
nadzorujemo tudi s povečanjem vsebnosti vodne pare, ki je na voljo za interakcijo s 
fibroinskimi polipeptidnimi verigami [14, 17, 27]. Lawrence in sodelavci so v raziskavi 
poročali, da se lahko vsebnost β-ravnin modulira med 10 in 60 % celotne sekundarne strukture 
fibroina z različnimi postopki obdelovanja z vodno paro (ang. water-annealing). Neobdelan 
film fibroina so postavili v komoro s povečano vlažnostjo in dosegli do 24 % β-struktur, skupaj 
z uporabo visokega tlaka in temperature (npr. avtoklaviranje) pa se je njihova vsebnost 
povečala na 60 % [27]. Prekomerno povečanje kristaliničnosti lahko zmanjša prožnost in 
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poveča krhkost fibroinskega materiala [19]. Z oblikovanjem kristalnih sekundarnih struktur 
fibroina spreminjamo vodikove vezave znotraj proteina, kar vpliva na makroskopske lastnosti, 
pomembne za specifično uporabo (npr. sproščanje zdravilne učinkovine iz fibroinskega 
dostavnega sistema), kot so npr. mehanska trdnost, stopnja razgradnje, 
hidrofobnost/hidrofilnost, toplotna stabilnost, poroznost, transparentnost fibroinskega 
materiala in prepustnost za kisik [14, 17, 18].  
 
1.1.4. Razgradnja fibroina 
 
Fibroin je biološko razgradljiv naravni polimer. Edinstvene fizikalno-kemijske lastnosti svile, 
še posebno prevladujoča hidrofobna zgradba, močne intra- in intermolekulske interakcije ter 
kristalni polimorfizem omogočajo obvladljivo in počasno kinetiko biorazgradnje fibroina brez 
nastanka potencialno toksičnih spojin. Do fibroinske hidrolize v telesu pride pretežno zaradi 
delovanja proteolitskih encimov in delnega kaskadnega odziva imunskega sistema na tujek. V 
amorfnih in kristalnih domenah fibroina obstaja več potencialnih mest encimske cepitve, ki 
vodijo v postopno razgradnjo fibroina v topne aminokisline in peptidne fragmente. Proteolizna 
pot vključuje nastanek netoksičnih, nizkomolekulskih intermediatov, ki jih organizem lahko 
ponovno uporabi za sintezo beljakovin. Posledično se produkti razgradnje ne zbirajo v 
lokalnem tkivu, kjer bi lahko inducirali vnetni odziv, ampak lahko prehajajo skozi fiziološke 
ovire v telesu, kot so kapilare, in se nato absorbirajo, presnovijo in izločijo. [1] 
 
Dejavniki, ki vplivajo na stopnjo razgradnje fibroina, so predvsem: 
• kemijska zgradba: izvor svile, naravna ali regenerirana oblika fibroina, vrste in gostote 
intra- in intermolekulske vezi, molekulska konformacija in hidrofilne skupine na 
površini, 
• mikrozgradba: zgradba por, kristalna struktura, 
• makrozgradba: morfologija, velikost, površinska hrapavost. 
 
Med razgradnjo fibroina prihaja do vrste sprememb. Fizikalne spremembe, kot so sprememba 
oblike, velikosti, površinske morfologije, poroznosti, mase, mehanskih lastnosti in 
kristaliničnosti, so očitne. Kemijske spremembe vključujejo ureditev površinskih stranskih 
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skupin, molekulske mase in konformacije. Vse te procese lahko učinkovito opazujemo z in 
vitro poskusi razgradnje, ki posnemajo okolje in vivo. Za preučevanje kritičnih fizikalno-
kemijskih parametrov, ki nadzorujejo razgradnjo fibroina, so znanstveniki razvili pospešene 
in vitro modele, ki obsegajo uporabo mešanice serinskih proteaz (Proteaza XIV), predvsem 
zaradi njihove nizke selektivnosti za cepitvena mesta in posledične visoke stopnje razgradnje. 
Proteini, kot je fibroin, se ne morejo popolnoma razgraditi zaradi delovanja enega samega 
encima, zato je sinergijski učinek več različnih encimov bistvenega pomena pri tem 
procesu.[1]  
Čas, potreben za popolno biorazgradnjo fibroina, tj. popolne izgube mase in strukturne 
celovitosti materiala in vivo, je v določeni meri nastavljiv glede na namen uporabe v razponu 
nekaj minut pa vse do 12 mesecev in dlje, kar zajema zaželen časovni okvir za dolgoročne 
sisteme s podaljšanim delovanjem. Na splošno je čas razgradnje mogoče prilagoditi s postopki 
čiščenja in predelave fibroina ter posledičnimi razlikami v zgradbi in morfologiji, ki 
narekujejo hitrost biorazgradnje za kateri koli fibroinski format. Široka paleta možnosti 
nadzora lastnosti materialov iz svile ponuja številne prednosti pred drugimi biopolimeri, kot 
so kolagen, hitosan in alginat. [1, 3] 
 
1.1.5. Uporaba fibroina v farmaciji 
 
Zgodovina uporabe fibroina kot naravnega polimera v medicini sega že dolgo nazaj. Svilene 
niti so že od nekdaj uporabljali za šivanje ran. Z razvojem in napredkom znanja v pridobivanju 
svile, skupaj z njenimi biološkimi lastnostmi, kot so biokompatibilnost, biorazgradljivost, v 
primerjavi z drugimi naravnimi polimeri izredne mehanske lastnosti (visoka natezna trdnost 
in elastični modul), je svila dobila pomembno mesto predvsem v raziskavah materialov za 
tkivno inženirstvo. Na področju regenerativne medicine svilo najpogosteje uporabljajo v 
obliki 3D ogrodij, hidrogelov, filmov in niti. [1] 
 
Svila predstavlja velik potencial tudi kot naravni polimer za dostavo zdravil in v ta namen so 
strokovnjaki na tem področju opravili že kar nekaj raziskovalnega dela [3, 28]. Svila dokazano 
ponuja redke kombinacije želenih lastnosti (preglednica I) [3]. Zaradi navedenih lastnosti se 
povečuje interes za razvoj dostavnih sistemov zdravilnih učinkovin na osnovi svile, kar se 
kaže na nivoju predkliničnih študij in končnih izdelkih, odobrenih s strani ameriške agencije 
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»Food and Drug Administration (FDA)«. Podjetja, ki se ukvarjajo z raziskavami in razvojem 
svile, so npr. Ekteino Laboratories (dostavni sistemi za zdravila na osnovi svile), Vaxess 
(stabilizacija cepiv), Banner Pharmacaps (platforme za dostavo zdravil na osnovi svile) in 
Immuno-Biological Laboratories (rekombinantni proteini) [3]. Fibroin predstavlja 
mnogostranski biomaterial, ki omogoča ustvarjanje 3D poroznih ogrodij, ki strukturno 
posnemajo izvencelično ogrodje, in dostavnih sistemov zdravilnih učinkovin s podaljšanim 
sproščanjem [18]. 
 
Preglednica I: Lastnosti fibroina, pomembne za dostavo zdravil [3]. 
Zgradba 
✓ Pretežno hidrofoben blok kopolimer 
✓ Razporeditev v strukture, bogate z β-ravninami 
✓ Kristalni polimorfizem 
✓ Visoka molekulska masa 
Obdelava 
✓ Čiščenje na vodni osnovi 
✓ Vsestranske oblike materiala 
✓ Primernost za običajne tehnike sterilizacije 
Fizikalno–kemijske 
lastnosti 
✓ Visoka termična stabilnost 
✓ Robustne mehanske lastnosti 
✓ Nastavljiva vodotopnost 
Biološke lastnosti 
✓ Biokompatibilnost, odobrena s strani FDA, nizek 
vnetni/citotoksični/imunogeni potencial 
✓ Encimska, površinsko posredovana biorazgradnja 
✓ Počasna, kontrolirana stopnja razgradnje 




✓ Nastavljiva stopnja sproščanja 
✓ Vgrajevanje slabo topnih zdravilnih učinkovin 
✓ Stabilizacija zdravilne učinkovine 
 
Izdelava fibroinskih sistemov za dostavo zdravilnih učinkovin je možna z uporabo različnih 
tehnik, ki lahko vključujejo izpostavitev fibroina povišani temperaturi, strižnim silam, 
elektrostatskim silam, ekstremnim pH vrednostim, organskim topilom, zmrzovanju in sušenju, 
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idr. Njihova izbira je odvisna od načina uporabe, obdelave, želene kinetike sproščanja in 
stabilnosti zdravila. [19]  
Raztopina fibroina se običajno uporablja kot izhodišče za izdelavo raznovrstnih oblik: 
nano/mikrodelci, hidrogeli, bioadhezivni filmi, vsadki, vlakna, transdermalni obliži (s 
pospeševalci penetracije, mikroiglami) in biokonjugati z biološkimi molekulami (npr. inzulin). 
Nekaj primerov je prikazanih na sliki 4 [3]. Čeprav so vlakna iz regenerirane raztopine fibroina 
lahko mehansko šibkejša od naravnih svilenih vlaken, kažejo odlične mehanske lastnosti v 
primerjavi s podobnimi sistemi, ki so pripravljeni iz drugih biomaterialov (npr. kolagen) [18] 
(preglednica II).  
 
 






Preglednica II: Primerjava mehanskih lastnosti različnih vrst svile (iz sviloprejke in pajkove mreže) 
in drugih vrst biomaterialnih vlaken [13]. 
Material Natezna trdnost (MPa) Youngov Modul (GPa) 
Svila B. mori (vlakna fibroina s sericinom) 500 5–12 
Svila B. mori (posamezna vlakna fibroina) 610–690 15–17 
Pajkova svila 875–972 11–13 
Kolagen 0,9–7,4 0,002–0,05 
Polimlečna kislina (PLA) 28–50 1,2–3,0 
 
Svila je bila v nedavnih raziskavah uporabljena kot sredstvo za dostavo široke palete 
bioaktivnih molekul, vključno z geni (npr. plazmidna deoksiribonukleinska kislina, 
adenovirusni vektor), majhnimi molekulami (npr. antibiotiki, teofilin, adenozin) in biološkimi 
zdravili (npr. rastni dejavniki, dekstran, inzulin) [3]. Sproščanje teh spojin je mogoče naravnati 
z upravljanjem mnogovrstnih kontrolnih točk med postopkom priprave fibroinskega polimera, 
vključno z molekulsko maso, stopnjo kristaliničnosti polimera in morfologijo nosilca [18]. 
Dodatni kritični točki sta dimenzija oblike ter medmolekulske interakcije med fibroinom in 
prisotno zdravilno učinkovino [3]. Z obvladovanjem teh interakcij je možno doseči 
kontrolirano sproščanje s pomočjo difuzijsko pogojenega mehanizma in razgradnjo oz. 
kombinacijo obeh. Uporaba biorazgradljivih materialov za dostavo učinkovin je dobrodošla, 
saj opušča potrebo po kirurškem posegu za odstranitev nosilnega sistema. Poleg tega omogoča 
nadzorovano sproščanje zdravilne učinkovine iz dostavnega sistema, vzdrževanje terapevtskih 




1.2.   ESTRADIOL 
 
Estradiol (E2 ali 17β – estradiol ali oestradiol) s kemijsko formulo estra-1,3,5(10)-triene-3,17-
β-diol (slika 5) je najmočnejši estrogeni hormon v skupini endogenih steroidov, poleg estrona 
(E1) in estriola (E3) (slika 6). Skelet steroidnih molekul običajno gradijo štirje obroči, 
označeni kot A, B, C in D obroč (slika 5). Za estrogene hormone (npr. estradiol, estron in 
estriol) je značilna fenolna hidroksilna skupina na mestu 3C A obroča [29, 30]. Strukturne 
razlike med estrogeni so ponavadi v substituentih na mestih 16C in 17C v D obroču; estron 
ima karbonilno skupino pri 17C, estriol ima dve hidroksilni skupini, eno na α strani od 16C in 
drugo na β strani 17C. Estradiol ima hidroksilno skupino na mestu C17, ki je lahko orientirana 
na dva različna načina (α ali β). Izomer α ima drugačno farmakokinetiko (se ne metabolizira 
do estrona), nižjo vezavno afiniteto na celične estrogene receptorje in šibko estrogeno 
aktivnost v nasprotju z endogenim β stereoizomerom. V nalogi proučujemo samo β-estradiol, 




Slika 5: Zgradba molekule estradiola. Številke predstavljajo poimenovalni sistem ogljikovih atomov 
v molekuli [31]. 
 
 
Slika 6: Zgradba molekul estrogenov. 
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1.2.1. Kristalne oblike estradiola 
 
Najbolj značilna lastnost estradiola je nagnjenost k pretvorbi v stabilnejšo hemihidratno 
obliko, v katero kristalizira ne le iz delno vodnih raztopin, temveč tudi iz absolutnega etanola, 
etil acetata, kloroforma in drugih organskih topil (verjetno zaradi vključevanja vode iz topila 
ali atmosfere) [29, 32]. Molekule vode so najverjetneje asociirane z A in D obročem steroidnih 
molekul in sodelujejo v vodikovih vezeh, ki podpirajo kristalno rešetko. Prisotnost molekul 
vode je ključna za stabilnost kristala estradiol hemihidrata. Molekula vode tvori vodikovo vez 
preferenčno s hidroksilno skupino na A obroču, ki deluje kot donor vodika. Hidroksilna 
skupina na D obroču lahko deluje bodisi kot donor bodisi kot akceptor vodika, kar je odvisno 
od njene orientiranosti [30]. To pomeni, da je pri β-estradiolu veliko bolj stabilen izomer, z 
vodo vezano na A obroču, kot pa izomer, z vodo vezano na D obroču (slika 7) [29]. 
 
 
Slika 7: Diagram ureditve molekul estradiol hemihidrata. Turkizne črte predstavljajo vodikove vezi 
med hidroksilnimi skupinami estradiola in molekulami vode [33]. 
 
Poleg oblike hemihidrata, estradiol izkazuje polimorfizem v brezvodnem stanju [29]. 
Infrardeči (IR) in rentgenski (XRD) posnetki so pokazali, da lahko praškast vzorec estradiola 
obstaja v amorfni obliki in v vsaj štirih različnih pseudopolimorfnih modifikacijah. Polimorfne 
spremembe lahko povzročijo različni termični in ali mehanski stresni pogoji v različnih topilih 
[34, 35]. Nekatera organska topila spodbujajo kristalizacijo določene psevdopolimorfne 
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oblike, hidrata ali solvata, ker se selektivno adsorbirajo na specifične faze kristala [36]. Z 
interakcijo med različnimi organskimi topili in estradiolom lahko nastanejo kristalni habiti 
različnih oblik in velikosti, ki se posredno lahko razlikujejo tudi v topnosti. Čeprav imajo 
kristalne oblike pripravljene iz etanola in metanola večjo velikost delcev, so ti delci bolj topni 
v raztopini fosfatnega pufra (PBS) kot tisti, ki so rekristalizirali iz izopropanola ali acetona 
(topnost estradiola rekristaliziranega iz etanola v PBSu je 17 µg/mL) [36]. Običajno 
solvatirane hidroksilne skupine na molekuli estradiola lahko zamenjajo molekule solvata iz 
organskega topila, ki se uporablja za rekristalizacijo. Tako nastali solvati estradiola se lahko 
vključijo med molekule amorfnega estradiola in s tem spremenijo lokalno kemijsko okolje. 
Nenazadnje, kljub temu da je na mikroskopskih slikah mogoče opaziti spreminjanje oblik 
delcev estradiola, ni nujno, da so lastnosti sproščanja in permeabilnosti učinkovine odvisne od 
molekul solvata, ki rekristalizirajo ob prisotnosti določenega organskega topila. [36]  
 
1.2.2. Vloga estradiola pri človeku 
 
Estradiol je najpomembnejši estrogeni hormon človeka. Poleg njegove bistvene vloge za 
delovanje reproduktivnega sistema vpliva na celoten organizem in je vpleten v veliko 
metaboličnih procesov. Sintetiziran je v rastočih jajčnih foliklih in v rumenem telescu (corpus 
luteum), v placenti, nadledvičnih žlezah in Leydigovih celicah, kot tudi v jetrih, maternični 
sluznici, možganih, mišicah in maščobnem tkivu [12].  
 
Med menstrualnim ciklom koncentracija estradiola v serumu niha od 30 pg/mL v zgodnji 
folikularni fazi do 150–350 pg/mL v fazi pred ovulacijo in 100–210 pg/mL v lutealni fazi. 
Med nosečnostjo lahko nivo estradiola zraste do 100-kratno in proti koncu tretjega trimesečja 
doseže koncentracije okoli 20 ng/mL. Pri ženskah v menopavzi se raven estradiola po navadi 
zniža pod 20 pg/mL [12]. Zmanjšanje estrogenega hormona pripelje do pojava negativnih 
menopavzalnih simptomov, kot so npr. vročinski oblivi, atrofija nožnice in izgubljanje 
kostnega tkiva, ki lahko vodi do osteoporoze [37]. Za njeno zdravljenje, preprečitev srčnih 
bolezni in ublažitev ali odpravo menopavzalnih simptomov se vse pogosteje uporablja 
estradiol v sklopu hormonske nadomestne terapije.  
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1.2.3. Estradiol kot zdravilna učinkovina za nadomestno hormonsko zdravljenje 
 
Estradiol se kot zdravilna učinkovina (ZU) uporablja v hormonski nadomestni terapiji za 
nadomeščanje endogenih estrogenov v obliki peroralnih pripravkov, transdermalnih obližev, 
nazalnih pršil, vaginalnih, subkutanih in intramuskularnih zdravil [29]. Pri peroralnem 
jemanju je estradiol v veliki meri podvržen učinku prvega prehoda v jetrih, zato je za 
doseganje ustrezne koncentracije v sistemskem krvnem obtoku potreben visok odmerek [30, 
38]. Z intravenskim injiciranjem povzročimo hitro povečanje koncentracije zdravila v krvi in 
značilen hiter očistek. Pri obeh omenjenih metodah je nevarnost neželenih učinkov velika. Ti 
vključujejo trombozo, endometriozo in karcinom maternice. V skladu z biofarmacevtskim 
klasifikacijskim sistemom (BCS) ima estradiol zelo dobro permeabilnost, vendar je slabo 
topen v vodi (0,2–5 μg/mL) in je razvrščen v razred BCS II [39]. Zato je za povečanje biološke 
učinkovitosti in ohranjanje minimalne terapevtske koncentracije v krvi primernejša druga pot 
dajanja kot peroralna. 
Novost v hormonsko nadomestnem zdravljenju predstavljajo nizkoodmerni estrogensko 
progesteronski pripravki ali kombinirano zdravljenje z npr. obliži na koži, podkožnimi vsadki 
ali vaginalnimi obroči, ki sproščajo hormon različno dolgo [12, 40]. Napredne oblike vsadkov 
naj bi omogočale posnemanje sproščanja kombinacije hormonov tekom celotnega 
hormonskega cikla, vendar pa so zato potrebni ustrezni materiali, ki omogočajo sproščanje s 
spreminjajočo, vendar kontrolirano hitrostjo [12]. Ker vemo, da se hitrost razgradnje fibroina 
spreminja z njegovo sekundarno strukturo, ki jo lahko krojimo s procesiranjem, je fibroin 
obetaven material za takšne vsadke [36]. 
 
1.3.   Kombiniranje fibroina in estradiola v dostavnih sistemih 
 
V primerih, kjer je potrebno dolgotrajno zdravljenje z estradiolom, je za preprečevanje 
sistemskih neželenih učinkov nujno ohranjanje najnižjega učinkovitega odmerka, kar je 
mogoče doseči z nadzorovano in lokalizirano dostavo zdravilne učinkovine. Za razvoj 
tovrstnih dostavnih sistemov estradiola so opravili kar nekaj raziskav, predvsem na področju 
regeneracije kostnega tkiva in zdravljenja zlomov osteoporoznih kosti. V dveh novejših 
študijah so raziskovalci za izgradnjo dostavnih sistemov uporabili prej opisani fibroin. Steffi 
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in sodelavci so estradiol s postopkom elektrostatskega sukanja neposredno vključili v hibridna 
polikaprolaktonska/fibroinska mikrovlakna, ki služijo kot lokalni dostavni sistem za 
zmanjšanje aktivnosti osteoklastov [41]. Za pretvorbo vodotopnega fibroina v njegovo 
netopno konfiguracijo so uporabili postopek obdelave z etanolnimi parami. Podobno tehniko 
izdelave so uporabili tudi v raziskavi, kjer so z β-ciklodekstrinom modificirali nanodelce 
bioaktivnega stekla in skupaj z estradiolom ter fibroinom pripravili mrežo nanovlaken [42]. Z 
uporabo fibroina so zagotovili mehansko stabilnost, vključitev nanodelcev, estradiola in 
celovitost dostavnega sistema. V obeh študijah so dosegli nekajtedensko podaljšano 
sproščanje estradiola [41, 42].  
Ker smo pri pregledu znanstvene literature na temo kombinacije estradiola in fibroina našli le 
dva primera z relevantno vsebino, smo pregled publikacij razširili z naborom patentov (slika 
8). Iz rezultatov pregleda stanja tehnike v industriji na področju tehnologije »Implanti s 
sproščanjem steroidnih hormonov« je razvidno, da sta patentni prijavi EP1406634A1 in 
WO2014159377A1 najbližje uporabljeni tehniki, v katerih so opisane farmacevtske oblike 
(tudi implanti), ki omogočajo kontrolirano sproščanje estrogenov. Le ena patentna prijava 
(WO2014021954A2) opisuje sproščanje zdravilnih učinkovin s pomočjo ogrodja iz materiala 
»silk fibroin«, vendar ne predstavlja ovire pri uporabi vsebine zahtevka za razvoj dostavnih 
sistemov. Potencialno patentibilne bi lahko bile morda le specifične podrobnosti v postopku 
priprave dostavnih sistemov, npr. priprava vsadkov iz svilenega fibroina. [43] 
 
 
Slika 8: Podjetja z največ prijavljenimi patenti, dobljenimi z iskalnim nizom »implant AND hormone 




Cilj naloge je izolirati in ovrednotiti fibroin ter primernost njegove uporabe za dostavne 
sisteme z nadzorovanim sproščanjem estradiola v hormonski terapiji. S preverjanjem 
sproščanja estradiola iz fibroinskih dostavnih sistemov v medij s pomočjo tekočinske 
kromatografije visoke ločljivosti (HPLC) bomo dobili vpogled v primernost izbire 
biopolimera in tehnike izdelave dostavnega sistema v kombinaciji z izbrano zdravilno 
učinkovino estradiol. Namen naloge torej zajema: 
 
• izolacijo in vrednotenje strukturnega proteina fibroina z ustaljeno metodo iz kokonov 
sviloprejke B. mori,  
• vrednotenje čistosti fibroina in učinkovitost odstranjevanja sericina,  
• optimizacijo procesa priprave polimernih raztopin fibroina, 
• pripravo dostavnih sistemov iz raztopine fibroina,  
o fibroinski tanki filmi brez in z estradiolom (s pretežno amorfno strukturo 
fibroina) 
o fibroinski debelejši filmi brez in z estradiolom (suhi hidrogeli s pretežno 
kristalinično strukturo fibroina) 
o fibroinski porozni cilindri z estradiolom (liofilizati s pretežno kristalinično 
strukturo fibroina) 
• preučevanje vzorcev z vrstično elektronsko mikroskopijo (SEM) in rentgensko 
praškovno analizo (XRD), 
• preučevanje kristaliničnosti in interakcij med estradiolom in fibroinom z infrardečo 
spektroskopijo s Fourierjevo transformacijo (FT-IR),  
• vrednotenje učinkovitosti vgrajevanja in vsebnosti estradiola v dostavnih sistemih, 
• vrednotenje topnosti estradiola in hitrosti sproščanja iz fibroinskih dostavnih sistemov 





3. MATERIALI in METODE 
 
3.1.   MATERIALI 
 
3.1.1. Reagenti in topila 
Natrijev hidrogenkarbonat (NaHCO3), Ph. Eur., 99,5-100,5 % (Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Nemčija), 
litijev bromid (LiBr), > 99 % (Acros organics, Geel, Belgija), 
etanol, absolutni (C2H6O), ACS, ISO, Reag. Ph. Eur. (Merck, Darmstadt, Nemčija), 
Coomassie brilliant Blue G-250 (Bio-Rad laboratories, Hercules, ZDA), 
goveji serumski albumin (BSA – bovine serum albumin), (Sigma Aldrich, St. Louis, ZDA), 
fosforjeva(V) kislina (H3PO4), 85 % (Merck, Darmstadt, Nemčija), 
β-estradiol (C18H24O2), BioReagent, powder (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA), 
metanol za HPLC (CH3OH), 99,9 % (J.T. Baker, Gliwice, Poljska), 
acetonitril za HPLC (CH3CN), 99,9 % (J.T. Baker, Gliwice, Poljska), 
ultra čista voda, pripravljena na Fakulteti za farmacijo, Mili-Q- Advantage A 10 (Millipore, 
Massachusetts, ZDA), 
ultra čista voda, pripravljena na Institutu »Jožef Stefan«, PURELAB flex, ELGA LabWater  
(Veolia Water Technologies, High Wycombe, Anglija). 
 
3.1.2. Naprave in pribor 
Kromatografski sistem, Agilent HPLC 1100 (Agilent Technologies, Santa Clara, ZDA), 
kromatografska kolona, Nucleosil 5 µm C18 100A 250 × 4,6 mm (Phenomenex, Torrance, 
ZDA), 
UV-VIS-NIR spektrofotometer, Lambda 950 (PerkinElmer, Massachusetts, ZDA), 
vrstični elektronski mikroskop FEG-SEM s poljsko emisijo, JSM 7600F, (Jeol Inc., Tokio, 
Japonska),  
FT-IR spektrofotometer Spectrum 100 z ATR celico (Attenuated Total Reflection – oslabljen 
popoln odboj), (PerkinElmer, Massachusetts, ZDA), 
analizna tehtnica XPE205 DeltaRange (Metler Toledo, Ohio, ZDA), 
inkubacijski mešalnik KS 3000i control (IKA, Staufen, Nemčija), 
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hladilnik in zamrzovalnik (Gorenje, Ljubljana, Slovenija), 
magnetno mešalo z grelcem in sondo za merjenje temperature, IKA RCT basic, safety control, 
(IKA, Staufen, Nemčija),  
polavtomatske pipete BRAND Transferpette S (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija), 
dializna celulozna membrana, MWCO 12-14000 Da, 15,9 mm premera (Medicell membranes 
Ltd, London, Anglija), 
konduktometer Portamess Cond 913 (Knick, Berlin, Nemčija),  
peristaltična črpalka ISM828B (Ismatec, Glattburg, Švica), 
sterilne centrifugirke, 50 mL (ISOLAB Laborgerate GmbH, Wertheim, Nemčija), 
Nunc sterilne netretirane plošče za gojenje celic z 48-imi vdolbinami (multidish 48), (Thermo 
Fisher Scientific, Roskilde, Danska), 
Amicon Ultra – 4 centrifugalne naprave s filtri iz regenerirane celuloze, Ultracel – 3K (3000 
MWCO), (Merck Milipore, Cork, Irska), 
viale z navojem 2 mL, rjavo obarvane (Agilent Technologies, Kalifornija, ZDA), 
modri pokrovi z navojem, 9 mm, RedRubber / PTFE beige (Lab Logisitics Group, 
Meckenheim, Nemčija), 
filtri MiniSart RC15, 0,20 µm, regenerirana celuloza (Sartorius, Goettingen, Nemčija), 
makro kivete, PS, za meritve v UV območju (Ratiolab GmbH, Dreieich, Nemčija), 
steklovina: merilne bučke, merilni valji, liji, čaše, 
ostalo: nastavki za pipete, spatule, žlice, polistirenske petrijevke, Pasteurjeve pipete, grob filter 
papir, tehtalni čolnički. 
 
3.1.3. Medij za preskus sproščanja 
Fosfatno puferno raztopino (PBS) v obliki tablet (KCl, NaCl), pH 7,4 (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, ZDA) smo pripravili tako, da smo eno tableto raztopili v 200 mL prečiščene vode in 
dobili 10 mM fosfatni pufer z 2,7 mM raztopino kalijevega klorida in 137 mM raztopino 
natrijevega klorida. Za pripravo medija, ki zagotavlja »sink« pogoje, smo v 100 mL PBS-a 




3.2.   METODE  
 
3.2.1. Izolacija fibroina iz kokonov sviloprejke 
 
Za pripravo raztopine fibroina (SF) smo delno sledili postopku, ki ga opisujejo Rockwood in 
sodelavci, korake po odstranjevanju sericina pa smo modificirali z namenom, da bi ohranili 
čimbolj naravno zgradbo fibroina [5]. Kokone sviloprejke Bombyx mori smo najprej razrezali 
na manjše kose (približno 15 × 15 mm) in odstranili oz. raztopili neželeni sericin s 30 
minutnim vrenjem v 0,02 M raztopini natrijevega karbonata (Na2CO3) in občasnim mešanjem. 
Dobljena vlakna fibroina smo nato spirali z ultra čisto vodo, dokler prevodnost vode ni padla 
pod 5 µS, kar smo merili s konduktometrom. Ročno ožeta vlakna smo 24 ur sušili v sušilniku 
s prisilno konvekcijo in krožečim zrakom pri temperaturi 65 °C. 
Določevanje izgube mase po ekstrakciji, ki predstavlja kvantitativno oceno učinkovitosti 
izolacije fibroina, smo izračunali na podoben način, kot so ga opisali Kundu in sodelavci [44]. 
Stehtali smo maso kokonov pred (20 g) in po odstranjevanju sericina ter izračunali povprečni 
izkoristek in standardno deviacijo iz treh ločenih izolacij. Za izračun izkoristka iz posamezne 
izolacije smo uporabili spodnjo enačbo. 
  
𝐼 =  
𝑚𝑎𝑠𝑎𝑘𝑜𝑘𝑜𝑛𝑜𝑣  − 𝑚𝑎𝑠𝑎𝑣𝑙𝑎𝑘𝑒𝑛 𝑓𝑖𝑏𝑟𝑜𝑖𝑛𝑎  
𝑚𝑎𝑠𝑎𝑘𝑜𝑘𝑜𝑛𝑜𝑣
× 100 [%] 
 
3.2.2. Priprava raztopine in določanje koncentracije fibroina 
 
Metoda priprave 1 :  
Pripravili smo 9,3 M vodno raztopino LiBr in jo dodali suhemu izoliranemu fibroinu v 
tolikšnem volumnu, kot je potreben za pripravo 20 % (m/V) končne raztopine z razmerjem 
fibroina in LiBr 1:4 (4 mL LiBr na 1 g fibroina). Vlakna smo raztapljali 3 ure pri temperaturi 
72 °C in občasno rahlo premešali s stekleno palčko. Sledil je proces razsoljevanja z dializo v 
ultra čisti vodi skozi celulozno membrano s porami, ki prepuščajo molekule do velikosti 12–
14 kDa. Membrano smo za 10 min namočili v destilirani vodi, vanjo odpipetirali raztopljena 
vlakna fibroina v LiBr, jo zatisnili na obeh koncih in potopili v 5-litrsko čašo z ultra čisto 
vodo. Dializa je potekala 3 dni z najmanj tremi menjavami vode dnevno. Po dializi smo 
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raztopino fibroina brez LiBr centrifugirali dvakrat po 20 minut na 10000 obratih in shranili pri 
4 °C. Opisan postopek traja 6 dni. Na sliki 9 je slikovno prikazan podoben primer pridobivanja 
raztopine fibroina.  
 
 
Slika 9: Izolacija fibroina in priprava raztopine iz kokonov sviloprejke Bombyx mori [5]. 
 
Dobljena raztopina fibroina je bila precej razredčena, zato smo jo dodatno koncentrirali v 
stekleni čaši na magnetnem mešalu s segrevanjem pri 37 °C in mešanjem s 50 rpm od 15 do 
30 ur. Mešanje ni smelo biti mehansko intenzivno zaradi možnosti nastanka aglomeratov. 
Koncentracijo proteina med segrevanjem smo preverjali gravimetrično tako, da smo 0,5 mL 
raztopine fibroina stehtali in nato posušili v sušilniku pri 60 °C do konstantne mase in ponovno 
stehtali.  
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Metoda priprave 2 z izboljšavami:  
Vlakna fibroina smo v LiBr raztopili po enakem postopku, kot je opisan zgoraj v metodi 
priprave 1. V metodi priprave 2 smo uvedli izboljšave pri procesu razsoljevanja z dializo v 
ultra čisti vodi: celulozno membrano, ki prepušča molekule do velikosti 12–14 kDa, smo za 
daljši čas namočili v destilirani vodi (približno 30 min), vanjo odpipetirali raztopljena vlakna 
v LiBr, jo zatisnili na obeh koncih in potopili v ultra čisto vodo pri pretoku vode 0,4 L/h. 
Konstanten pretok vode smo omogočili s peristaltično črpalko, ki je svežo ultra čisto vodo 
skozi cevke dovajala iz zabojnika v dializno čašo in po drugi strani z enako hitrostjo odvajala 
v odtok. Dializno čašo smo postavili v škatlo iz stiropora z mrzlimi obkladki in jo z 
aluminijevo folijo izolirali pred svetlobo. Mešanje dializne tekočine v čaši smo omogočili z 
magnetnim mešalom. Dializo smo zaključili, ko je prevodnost vode padla pod 5 µS. Da bi 
odstranili neraztopljene nečistote, smo raztopino po potrebi večkrat centrifugirali (10000 rpm, 
20 min) in shranili v sterilnih posodah pri 4 °C. Na sliki 10 je prikazan opisan sistem za dializo 
raztopine fibroina.  
 
 
Slika 10: Postavitev sistema po metodi 2 za dializo raztopine fibroina.  
 
Za pripravo vzorcev smo morali del raztopine še koncentrirati. Namesto izhlapevanja vode iz 
raztopine fibroina smo uporabili metodo centrifugalnega filtriranja z večkratnim 
centrifugiranjem raztopine fibroina v centrifugirkah z retencijskim filtrom, ki prepušča 
molekule do velikosti 3 kDa. V »koncentratorje« smo odpipetirali po 4 mL SF in centrifugirali 
pri 7638 rpm za 40 min. Retentat koncentrirane raztopine fibroina smo uporabili za pripravo 
fibroinskih dostavnih sistemov, filtrat (voda na dnu centrifugirke) pa zavrgli.  
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Koncentracijo proteina fibroina v vodni raztopini smo preverjali pred in po koncentriranju 
raztopine z biokemijsko Bradfordovo metodo. Ta kolorimetrična metoda temelji na vezavi 
barvila Coomassie brilliant Blue G-250 na protein in spektrofotometričnem določevanju 
spremembe absorpcijskega vrha barvila s 470 nm na 590 nm. Za izdelavo umeritvene krivulje 
smo pripravili standardne koncentracije govejega serumskega albumina (BSA), ki so podane 
v Preglednica III. Za pripravo znanih koncentracij proteina smo izbrali BSA, ker se 
najpogosteje uporablja kot standardni znani protein in ker nismo imeli na voljo čistega 
komercialnega fibroina. [25]  
 
Bradfordov reagent smo pripravili tako, da smo 100 mg barvila Coomassie brilliant Blue G-
250 raztopili v 50 mL 95 % vodne raztopine etanola, zmešali s 100 mL 85 % vodne raztopine 
fosforjeve(V) kisline ter z destilirano vodo dopolnili do 1 L. Dobro premešano raztopino smo 
prefiltrirali skozi filtrirni papir, razdelili na manjše volumne v epice in shranili v hladilniku na 
4 °C. Pred uporabo smo epice z barvilom centrifugirali in s tem odstranili nastalo oborino 
barvila, ki bi motila pri meritvah.  
 
Preglednica III: Raztopine standardov za pripravo umeritvene krivulje. 
BSA 100 µg/mL 
(µL) 








0 2 500 0 0 
50 1,95 500 5 2 
100 1,9 500 10 5 
175 1,875 500 17,5 7 
250 1,75 500 25 10 
350 1,65 500 35 14 
 
Raztopino fibroina smo pred dodatkom Bradfordovega reagenta 1000-krat redčili z ultra čisto 
vodo in nato izmerili absorbanco na UV-VIS-NIR spektrofotometru pri valovni dolžini 590 
nm. Izmerjeno koncentracijo smo odčitali iz linearnega območja umeritvene krivulje in z 
upoštevanjem redčitev. Koncentracijo smo določili štirim paralelam in srednjo vrednost podali 




3.2.3. Priprava fibroinskih filmov brez in z estradiolom 
 
Fibroinske dostavne sisteme smo v glavnem pripravili z metodo odparevanja topila. Izdelali 
smo dve vrsti fibroinskih filmov z enako sestavo, različno debelino in stopnjo kristaliničnosti 
fibroina. Pri tankih filmih je prevladovala amorfna oblika fibroina, pri debelejših filmih pa 
kristalinična oblika fibroina, ki smo jo inducirali s postopkom geliranja. 
 
Za pripravo praznih tankih filmov, brez estradiola (kontrolni vzorci), smo uporabili 350 µL 
raztopine fibroina z začetno koncentracijo 10 mg/mL in 150 µL 96 % etanola.  
Za vgrajevanje v tanke filme smo estradiol raztopili v 96 % etanolu in pripravili 6,67 mg/mL 
raztopino, ki smo jo počasi kapljali v raztopino fibroina, homogeno zmešali z magnetnim 
mešalom, odpipetirali na okrogle modelčke iz aluminijeve folije in jih 24 ur sušili v digestoriju 
s krožečim zrakom pri sobni temperaturi. 
Za pripravo debelejših filmov brez in z estradiolom sta bila sestava in postopek enaka kot za 
pripravo tankih filmov, razlika je bila le v odstranjevanju etanola, in sicer smo zmes 
odpipetirali v ploščo za gojenje celic z 48-imi vdolbinami (48-well plate), plošče pokrili in jih 
eno uro pustili na sobni temperaturi, da smo preprečili takojšnje izhlapevanje etanola in 
zagotovili geliranje raztopine fibroina. Nastale hidrogele smo iz plošče prenesli v polistirenske 
petrijevke in jih skupaj s tankimi filmi sušili, da smo odstranili topilo. 
 
Teoretične mase biopolimera in zdravilne učinkovine v pripravljenih vzorcih so bile 3,5 mg 
fibroina in 1 mg estradiola, kar pomeni, da je teoretična vsebnost estradiola v vzorcu 22 %. 
Fibroinske filme brez in z estradiolom smo uporabili za nadaljnje SEM, FT-IR, XRD analize 
in za testiranje vgrajevanja ter sproščanja estradiola iz dostavnih sistemov.  
 
3.2.4. Priprava fibroinskih poroznih cilindrov z estradiolom  
 
Dostavne sisteme v obliki poroznih cilindrov z estradiolom smo pripravili z metodo 
liofilizacije in pri tem koristili plošče za gojenje celic s 48-imi vdolbinami (48-well plate). V 
vdolbine na plošči smo odpipetirali in homogeno zmešali 425 µL raztopine fibroina s 
koncentracijo 10 mg/mL ter 75 µL vodne suspenzije estradiola ali etanolne raztopine 
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estradiola s koncentracijo 13,3 mg/mL. Plošče smo v prvi fazi liofilizacije zamrznili pri -80 
°C. Po 24 urah smo zamrznjene vzorce 72 ur liofilizirali pri temperaturi -50 °C in znižanem 
tlaku, kar predstavlja drugo fazo liofilizacije, tj. sublimacija topil. Po zaključeni liofilizaciji 
smo vzorcem dodali 1 mL 96 % etanola, da smo inducirali kristaliničnost fibroina. Po 24 urah 
inkubacije smo vzorce posušili na zraku pri sobni temperaturi. Suhe vzorce smo nadalje 
uporabili za morfološko analizo s SEM. 
 
3.2.5. Vrstična elektronska mikroskopija   
 
Površino svilenih kokonov B. mori, izolirana fibroinska vlakna, delce estradiola in fibroinske 
dostavne sisteme smo preučevali s SEM. Suhe vzorce smo prilepili na dvostranski ogljikov 
lepilni trak, jih naprašili z zlatom za boljšo prevodnost in analizirali z vrstičnim elektronskim 
mikroskopom FEG-SEM s poljsko emisijo. Slike smo posneli pri nizki napetosti (5 kV). 
Premer fibroinskih vlaken, delcev estradiola in velikost por v dostavnih sistemih smo izmerili 
z uporabo programske opreme Image J.  
 
3.2.6. Infrardeča spektroskopija s Fourierjevo transformacijo 
 
Določevanje sekundarne zgradbe in morebitnih interakcij med fibroinom in estradiolom smo 
izvedli na FT-IR Spectrum 100 spektrofotometru, proizvajalca PerkinElmer, opremljenim z 
ATR celico (Attenuated Total Reflection – oslabljen popoln odboj).  Spektre smo posneli v IR 
območju  4000–400 cm-1 pri spektralni ločljivosti 2 cm-1. Spektre smo analizirali s programsko 
opremo Spectrum 10.03.07. 
 
3.2.4. Rentgenska praškovna analiza  
 
Praškovne difraktograme smo posneli z Bragg-Brentanovo izvedbo difraktometra Empyrean 
(PANalytical, Nizozemska) z bakrovim virom rentgenskega sevanja. Vzorce smo nanesli na 
Si-nosilec in jih analizirali z uporabo 2θ geometrije v kotnem območju med 5 in 45°, 2θ. 
Uporabili smo detektor area PIXcel3Dc in korak 0,0262°. Napetost na rentgenski cevi je 
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znašala 45 kV, tok pa 40 mA. Izmerili smo difraktograme komercialnega estradiola, estradiola 
rekristaliziranega iz etanola, samega fibroina ter fibroinskih filmov brez in z estradiolom.  
 
3.2.5. Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti  
 
Priprava mobilne faze in standardov  
Mobilno fazo smo pripravili po navodilih Ph. Eur. (9. izdaja, str. 2406) za estradiol hemihidrat, 
tako da smo v 1-litrski merilni bučki k 400 mL acetonitrila dodali 50 mL metanola in 400 mL 
ultra čiste vode ter dobro premešali. Počakali smo približno 10 min, da se volumen ustali, 
razredčili do oznake z ultra čisto vodo in ponovno premešali.  
 
Za pripravo 25 mL osnovne raztopine s koncentracijo 1 mg/mL smo točno natehtali 25 mg 
estradiola, ga kvantitativno prenesli v 25-mililitrsko merilno bučko, dodali 10 mL acetonitrila 
in dopolnili do oznake z metanolom. Delovne standardne raztopine s koncentracijami 
estradiola 1, 2, 5, 10, 15, 20 in 30 µg/mL smo pripravili tako, da smo ustrezne volumne 
osnovne raztopine estradiola odpipetirali v 10-mililitrske merilne bučke in jih dopolnili do 
oznak z mobilno fazo.  
 
Metoda HPLC za estradiol 
Za merjenje odzivov estradiola smo uporabili sistem HPLC z detektorjem na diodni niz. 
Ločevanje analitov smo izvedli na koloni Phenomenex Nucleosil 5u C18 250 × 4,6 mm, pri 
temperaturi 25 °C. Pretok mobilne faze je bil 1,0 mL/min. Estradiol smo detektirali pri valovni 
dolžini 280 nm. Volumen injiciranja zmesi je bil 20 µL, volumen vzorca pa 1 mL. Retencijski 
čas estradiola je bil ~ 17 min. Injiciranim raztopinam estradiola smo izmerili površino odziva 
(AUC) in vrednosti nanesli na graf odvisnosti odzivov od koncentracije estradiola.  
Za validacijo analizne metode HPLC smo definirali parametre: linearnost, mejo detekcije 
(LOD) in mejo kvantifikacije (LOQ). Linearnost smo določili z merjenjem odziva metode na 
različne koncentracije. Vsako koncentracijo standarda estradiola smo injicirali dvakrat. Mejo 
detekcije in kvantifikacije za estradiol smo določili s standardi kalibracije. Vrednosti LOD in 
LOQ smo izračunali po Ph. Eur. 9izd. kot 3,3 σ/S in 10 σ/S, kjer je S naklon kalibracijske 
krivulje in σ standardni odklon regresijske enačbe.  
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3.2.6. Vrednotenje topnosti estradiola v mediju za sproščanje 
 
Topnost estradiola in rekristaliziranega estradiola (iz etanola pri 25 ± 2 °C) v mediju za 
sproščanje iz dostavnih sistemov (PBS, PBS + 0,5 % SDS) smo določili na stresalniku z 
inkubatorjem pri temperaturi 37 ± 1 °C. V 25 mL medija smo natehtali presežek estradiola in 
ga v zaprti posodi ob konstantnem mešanju raztapljali 96 ur. Nasičene disperzije smo filtrirali 
skozi 0,20 mikronski filter in koncentracijo učinkovine v raztopini določili s HPLC metodo. 
Postopek smo ponovili v treh paralelah.  
 
3.2.7. Vrednotenje enakomerne vsebnosti estradiola v fibroinskih filmih  
 
Dejansko maso vgrajenega estradiola v fibroinskih dostavnih sistemih smo določili z metodo 
HPLC, tako da smo estradiol iz topnih tankih filmov raztopili v 50 mL fosfatnega pufra s 0,5 
% SDS-om ali v 20 mL 96 % etanola v primeru netopnih debelejših filmov. Slednje smo za ta 
test uporabili v obliki hidrogela (predstopnja končnega izdelka), da bi zagotovili hitrejše in 
popolno raztapljanje estradiola iz dostavnega sistema. Posamezne vzorce smo prenesli v 
stekleničke s topilom, jih dobro zaprli in ovili z aluminijevo folijo, da smo preprečili 
izhlapevanje in morebiten razpad estradiola na svetlobi. Vzorce smo na stresalniku z 
inkubatorjem mešali 10 dni (100 rpm pri 37 ± 1 °C) in nato koncentracijo estradiola v raztopini 
določili s HPLC. 
 
Pred meritvijo smo, v primeru debelejših filmov, raztopine filtrirali skozi 0,20 mikronski filter 
in 1 mL vzorca redčili z 1,5 mL zmesi acetonitrila in metanola (40 : 60 vol %). Vzorce, v 
primeru tankih filmov, smo 1,82-kratno redčili z zmesjo acetonitrila in metanola (40 : 60 vol 
%), tako da so bile izmerjene absorbance znotraj območja umeritvene premice in z namenom 
odstranitve raztopljenega fibroina v mediju, ki bi se lahko obarjal v HPLC sistemu in 
kromatografski koloni. Pred merjenjem vzorcev tankih filmov smo po 12-urnem inkubiranju 
v hladilniku oborine fibroina odstranili s ponovnim filtriranjem.  
Maso estradiola v tankih (n = 3) in debelejših filmih (n = 10) smo izračunali s pomočjo prej 
pripravljene umeritvene krivulje (slika 26). 
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3.2.8. Vrednotenje hitrosti sproščanja estradiola iz fibroinskih filmov  
 
Z in vitro preizkusom sproščanja smo primerjali sproščanje estradiola iz tankih in debelejših 
fibroinskih filmov v dveh različnih medijih. Kot medij za preizkus sproščanja v »non-sink« 
pogojih smo izbrali PBS s pH = 7,4, ki simulira fiziološko telesno tekočino. Z drugim medijem 
smo želeli zagotoviti »sink« pogoje, zato smo pufru dodali 0,5 % (m/V) površinsko aktivne 
snovi (PAS) SDS. Sproščanje estradiola iz dostavnega sistema je potekalo v 50 mL pufra, v 
250-mililitrski steklenici z zamaškom na navoj, ki smo jo ovili z aluminijevo folijo. Teste 
sproščanja smo izvajali v stresalniku s hitrostjo mešanja 100 rpm in pri temperaturi 37 ± 1 °C. 
Vzorčili smo ročno, v vnaprej določenih urnih intervalih, s polavtomatsko pipeto, pri čemer je 
bil volumen odvzetega vzorca 3 mL. Odvzeti medij smo vsakič nadomestili in to upoštevali 
pri izračunih. Preizkus sproščanja za obe vrsti filmov v »non-sink« pogojih in za tanke filme 
v »sink« pogojih je trajal 10 dni, preizkus sproščanja iz debelejših filmov v »sink« pogojih pa 
129 dni. Vsako različico sproščanja smo izvajali v treh paralelah.  
 
Koncentracije sproščenega estradiola v odvzetih vzorcih smo kvantitativno določili s HPLC, 
z dnevno pripravljenimi standardi (5, 15 in 30 µg/mL) smo spremljali ponovljivost meritev 
sistema. Vzorce smo pred merjenjem filtrirali skozi 0,20 mikronske filtre. Redčenje v primeru 
debelejših filmov ni bilo potrebno, saj so bile izmerjene vrednosti znotraj območja umeritvene 
premice. Vzorce v primeru tankih filmov smo 1,82-kratno redčili z zmesjo acetonitrila in 
metanola (40 : 60 vol %) po enakem postopku, kot smo ga opisali v prejšnjem poglavju. 
Koncentracijo estradiola v odvzetem vzorcu smo izračunali na podlagi izmerjene absorbance 
in umeritvene premice (slika 26). Upoštevali smo maso estradiola v volumnu odvzetega 
vzorca in redčitve vzorca, delež sproščenega estradiola pa smo izračunali glede na maso 
estradiola v vzorcih, ki smo jo določili s predhodnim testom vrednotenja vsebnosti.  
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
4.1.    Izolacija in vrednotenje fibroina iz kokonov sviloprejke 
 
V sklopu naloge smo za serijsko opredelitev kakovosti fibroinskega proizvoda uporabili 
metodo opazovanja morfologije vlaken med stopnjami izolacije fibroina. Čistost fibroina in 
učinkovitost odstranjevanja sericina smo tekom naloge grobo določili z vrstičnim 
elektronskim mikroskopom tako, da smo najprej primerjali zgradbo svilenih kokonov (slika 
11) z zgradbo suhih vlaken fibroina po odstranjevanju sericina (slika 12).  
 
 
Slika 11: SEM sliki strukturnih kombinacij fibroina (F) in sericina (S) na površini neobdelanega 
kokona sviloprejke B. mori. 
 
Slike neobdelanih svilenih vlaken so nam služile kot kontrola sestave površine kokona. 
Kokoni sviloprejk B. mori so v večini sestavljeni iz jedrnega proteina fibroina in 
glikoproteinskega sericina, ki lepi fibroin v celovito zgradbo kokona [1]. Na sliki 11 lahko 
opazimo obloge sericina (S), ki povezujejo po dve strukturni fibroinski vlakni skupaj (F). Na 
določenih predelih sericin na površini ni enakomerno prevlečen, kar daje zgradbi grob videz 
z bolj gosto in togo teksturo. Nasprotno pa so imela obdelana vlakna gladek in sijoč videz z 
izrazito mehko teksturo (slika 12). Fibrilarno zgradbo posameznih vzdolžnih vlaken smo 
pripisali odstranitvi sericina. 
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Uporabili smo najbolj učinkovit in pogost postopek izolacije fibroina iz svile, naveden v 
literaturi, pri katerem poteka sistem vretja v Na2CO3 [44]. Ob pregledovanju SEM slik nismo 
opazili poškodb vlaken, ki bi jih povzročila izbrana metoda odstranjevanja sericina, na njih 
prav tako ni bilo vidnih sledi lepljivih oblog. Obseg odstranjevanja sericina smo najprej 
kvantificirali z merjenjem premera izoliranih fibroinskih vlaken (slika 12). Premeri 
posameznih vlaken fibroina so po izolaciji razcepljeni na 10,5 ± 1 µm. Na podlagi stehtanih 
vlaken smo za kvantitativno oceno učinkovitosti izolacije fibroina izračunali 46,8 % povprečni 
izkoristek iz treh ločenih izolacij z relativno nizko standardno deviacijo (2,7 %). 
 
 
Slika 12: SEM slika vlaken fibroina po odstranjevanju sericina. 
 
Velja poudariti, da naravni vir in pogoji obdelave proteinov svile močno vplivajo na njihove 
končne lastnosti. Uporaba Na2CO3 za odstranitev sericina je najbolj priljubljena metoda do 
sedaj. Rockwood in sodelavci so jo priporočili kot standardni protokol za disperzijo 
fibroinskih vlaken [5]. Vendar, uporaba alkalij velja za razmeroma agresivno metodo, ki lahko 
vodi do večje destabilizacije vodikovih in Van der Waalsovih vezi v proteinu. Slednje pa 
vpliva na mehanske lastnosti izoliranih vlaken in končnih fibroinskih produktov [44]. Da bi 
preprečili nadaljnjo destabilizacijo vodikovih vezi, smo spremljali proces spiranja s prečiščeno 
vodo in ob tem merili padec prevodnosti, ki je prikazan na sliki 13, ter tako določili optimalno 
količino ponovitev za popolno odstranitev Na2CO3 iz sistema. Prevodnost vode se je znižala 
na vrednost 5 µS po 7-kratnem spiranju fibroinskih vlaken z 1 L ultra čiste vode, kar dokazano 
zadostuje za uspešno odstranitev Na2CO3.  
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Pri večini biomedicinskih aplikacij je potrebna nadaljnja »regeneracija« oz. raztapljanje 
izoliranih fibroinskih vlaken, kar posledično opravičuje uporabo Na2CO3. Raztopitev vlaken 
lahko omejuje prisotnost slabo odstranjenega sericina [44]. Uspešnost odstranjevanja sericina 
z uporabljeno metodo so preverili na Institutu »Jožef Stefan« z masno spektrometrijo, ki je 
pokazala, da je rutinsko pripravljena raztopina fibroina (po metodi 2) vsebovala manj kot 0,5 
% (m/m) sericina [25]. 
 
 
Slika 13: Prevodnost vode v odvisnosti od volumna uporabljene ultra čiste vode za spiranje 
fibroinskih vlaken. 
 
Edinstvene mehanske lastnosti, celična kompatibilnost in možnost kontrolirane razgradljivosti 
olajšajo uporabo fibroina v biomedicinske namene. Sericin služi kot pomožna snov v 
kozmetični in živilski industriji, kot mitotični dejavnik v medijih za celične kulture, kot 
antikoagulant, itn. Pri uporabi fibroina v farmacevtske namene ga je treba najprej ločiti od 
sericina, ker sta v dvojcu povezana z negativnim imunskim odzivom [1, 5]. Zato je natančno 
razumevanje postopka izolacije proteina fibroina iz njegovega naravnega vira zelo 
pomembno. V zgodnji fazi raziskav in proizvodne verige je nujno razviti robustne in 
prilagodljive postopke čiščenja in predelave fibroina ter razviti analitična orodja, ki 
omogočajo temeljito ovrednotenje formulacij na osnovi fibroina. Natančen protokol za 
izolacijo fibroina lahko močno vpliva na porazdelitev molekulske mase, aminokislinsko 
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sekvenco in kristalni polimorfizem, kar povzroči razlike v fizikalno-kemijskih lastnostih ter 
bioloških in farmakoloških izidih. Zato je treba določiti ustrezne postopke za spremljanje 
kritičnih parametrov med procesom izolacije fibroina, za optimizacijo čistosti in kvalitete 
izdelkov ter doseganje želenih končnih rezultatov. Možna sredstva za serijsko opredelitev 
kakovosti fibroinskega proizvoda vključujejo morfološko analizo površine fibroinskih vlaken, 
spremljanje izkoristka, aminokislinsko analizo ter druge elektroforezne, spektroskopske, 
kromatografske in biološke analize [3]. 
 
4.2. Proces priprave in vrednotenje raztopine fibroina  
 
Da bi lahko iz fibroina pripravili strukturno funkcionalne dostavne sisteme, smo vlakna 
raztopili v vodni raztopini soli [1]. Posušena vlakna fibroina smo raztopili v 9,3 M raztopini 
LiBr, da smo prekinili vodikove vezi med verigami proteina. Po raztapljanju smo odstranili 
sol iz raztopine po standardnem postopku z dializo proti ultra čisti vodi, ki običajno poteka 
najmanj 48 ur, odvisno od količine raztopine [1]. Pri metodi 1 smo dializo izvajali v povprečju 
72 ur, kar je zaradi dolžine in sobne temperature procesa privedlo do predčasnega geliranja 
raztopine fibroina v dializni membrani. Da bi preprečili predčasno geliranje, smo pri metodi 2 
kot izboljšavo za proces razsoljevanja uvedli pretočni sistem s hlajenjem. Svežo ultra čisto 
vodo smo dovajali avtomatsko s pomočjo peristaltične črpalke. S stalnim pretokom vode smo 
uspeli proces razsoljevanja skrajšati na 21 ± 2 ure (preglednica IV). Dializno čašo smo pred 
svetlobo in sobno atmosfero izolirali z aluminijevo folijo, s sistemom mrzlih obkladkov in 
izolacije s stiroporom pa smo posnemali delovanje hladilne komore. Postopek smo prilagodili 
in tehnično izboljšali, da bi čimbolj ohranili prvotne lastnosti fibroina in preprečili cepitev na 
krajše polipeptidne verige. S tem smo tudi rešili problem predčasnega geliranja ter zagotovili 
boljšo ponovljivost postopka. 
 
Preglednica IV: Primerjava metod za pripravo raztopine fibroina.  
Metoda Čas dialize (h) Geliranje po času  
1 72 48 h – 1 teden 
2 21 ± 2 ≥ mesec  
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S prilagojenim postopkom smo iz ⁓14 g fibroinskih vlaken pripravili ⁓80 mL raztopine 
fibroina, ki je bila v hladilniku stabilna tudi več kot mesec dni. Bila je rahlo rumeno obarvana, 
bistrega videza in nekoliko bolj viskozna od vode. Upoštevali smo koncentracijo fibroina v 
raztopini, določeno z Bradfordovo metodo, saj ta velja za bolj občutljivo metodo v primerjavi 
z gravimetrično. Pri slednji smo opazili dokaj velika odstopanja, verjetno zaradi viskoznosti 
raztopine in posledičnih variiranj pri pipetiranju. Poleg tega prisotnost vode, ki smo jo dokazali 
s FT-IR-om, v vzorcu po sušenju raztopine fibroina predstavlja problem pri tehtanju suhe 
snovi, kar je verjetno vzrok za višje izmerjene koncentracije. Vrednosti koncentracij dobljenih 
s pomočjo gravimetrične in Bradfordove metode so navedene v preglednici V tudi zaradi lažje 
primerjave s podanimi vrednostmi v literaturi, saj določanje koncentracije fibroina v 
raziskovalni stroki še vedno ni standardizirano.  
 
Po izolaciji, raztapljanju fibroina, dializi in odstranitvi neraztopljenih nečistoč s 
centrifugiranjem smo kvantitativno določili začetno vsebnost fibroina v raztopini, ki smo jo 
nato koncentrirali s praktično metodo v centrifugirkah z retencijskim filtrom. S 
koncentriranjem osnovne raztopine fibroina z metodo centrifugalne filtracije smo pridobili 
veliko bolj koncentrirano raztopino, ki smo ji določili koncentracijo proteina (preglednica V) 
in jo nato po potrebi redčili z vodo. Ta korak nam je omogočal pripravo optimalne končne 
koncentracije fibroina v raztopini (10 mg/mL) za pripravo vseh vzorcev. Pri pripravi 
debelejših filmov nam je višja končna koncentracija fibroina omogočila hitrejše premreženje 
z etanolom in nastanek hidrogela v relativno kratkem času.  
 
Preglednica V: Primerjava rezultatov obravnavanih metod določevanja koncentracije fibroina. 
Raztopina fibroina 
Gravimetrična metoda Bradford metoda 
g/g (%) g/mL (%) mg/mL mg/mL 
začetna 4,8 4,8 48,4 7,2 
po koncentriranju 13,6 15,4 154,2 16,9 
končna 7,5 7,0 70,3 9,9 
 
Po podatkih v literaturi se koncentracije pripravljenih raztopin fibroina gibljejo v območju od 
6–10 % (m/V) in so jih v nekaterih primerih s pomočjo dialize proti visokomolekulskim, 
vodotopnim polimerom, kot je npr. polietilen glikol (PEG, 10000 M), povečali tudi do 20 % 
(m/V) [1, 5, 7]. Dializa v tem primeru temelji na principu difuzije molekul vode proti 
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hidrofilnemu PEG-u in postopnem zmanjševanju vode v raztopini fibroina. Delež vode lahko 
zmanjšamo tudi z izhlapevanjem ob rahlem segrevanju raztopine fibroina, kot smo opisali v 
metodi 1 [1]. Slabosti takega načina koncentriranja so časovna potratnost, nastanek tankega 
filma fibroina na površini, ki upočasnjuje izhlapevanje, vnos strižnih sil z mešanjem in 
posledičnim manjšim izkoristkom zaradi nastanka premreženih struktur. Te ovire smo 
premostili tako, da smo za pripravo višjih koncentracij fibroina uporabili metodo centrifugalne 
filtracije v centrifugirkah z retencijskim filtrom. S tem smo čas koncentriranja raztopine 
zmanjšali iz nekaj ur (npr. 8–24 ur) na 40 min in izločili dejavnike, ki bi vplivali na razpad ali 
geliranje proteina. Kljub temu, da se v znanstvenih člankih najde veliko različic priprave 
raztopine fibroina, smo z metodo 2 uspeli pripraviti natančen, ponovljiv, hiter in enostavnejši 
protokol, z želenim donosom.  
 
4.3. Morfologija estradiola in fibroinskih dostavnih sistemov  
 
Z vrstično elektronsko mikroskopijo smo preverili morfologijo kristalov estradiola in 
fibroinskih dostavnih sistemov ter primerjali, kakšna je porazdelitev estradiola v njih. Ker na 
sekundarno strukturo fibroina lahko vplivamo s postopkom priprave, smo dostavne sisteme 
pripravili v treh oblikah: tanki filmi, debelejši filmi oz. suhi hidrogeli in porozni cilindrični 
liofilizati. Filme smo pripravili v dveh oblikah, da bi določili vpliv kristaliničnosti fibroina in 
etanola na sproščanje estradiola iz dostavnega sistema. Ugotovili smo, da je pri tankih filmih 
prevladovala amorfna (topna) oblika fibroina, ker smo raztopino fibroina z etanolom le 
posušili. Pri debelejših filmih je prevladovala kristalinična (manj topna) oblika fibroina, ki 
smo jo dosegli z daljšim inkubiranjem v etanolu in geliranjem fibroina. Nastal je premrežen 
tridimenzionalen (3D) dostavni sistem v obliki hidrogela, ki smo ga nato posušili in mu s tem 
zmanjšali dimenzije. Tretjo obliko dostavnih sistemov smo pripravili z zamrzovanjem 
raztopine fibroina in etanola, liofilizacijo in naknadnim inkubiranjem amorfnih poroznih 
liofilizatov v etanolu, da smo povečali kristaliničnost fibroina. Z različnimi tehnikami izdelave 
smo vplivali na poroznost in specifično površino fibroinskega dostavnega sistema, kar bo 





4.3.1. Morfologija delcev estradiola 
 
Estradiol značilno kristalizira v obliki hemihidrata s solvatnimi molekulami iz matičnih topil, 
ki so bila prisotna med procesom rekristalizacije [31]. Kristali estradiola oz. njegovega 
hemihidrata so nepravilnih oblik s široko porazdelitvijo velikosti delcev vse od 1 µm do 186 
µm, kot je razvidno iz slike 14, ki smo jo posneli z elektronskim mikroskopom. 
 
 
Slika 14: SEM sliki delcev komercialnega estradiola pri različnih povečavah.  
 
V pogojih izdelave fibroinskih dostavnih sistemov smo pri kristalizaciji ugotovili različno 
vrsto kristalne morfologije estradiola. Da bi raziskali učinek rekristalizacijskega topila na 
morfološke lastnosti rekristaliziranega estradiola, smo solvatne molekule v kristalni obliki 
estradiola modificirali s prekristalizacijo iz 96 % etanola s sušenjem etanolne raztopine 
estradiola pri sobni temperaturi. Nastali so večji podolgovati in ploščati kristali (slika 15) v 
primerjavi s prvotnimi delci nepravilnih oblik (slika 14). Ti rezultati so pokazali, da je 
interakcija med estradiolom in etanolom zelo pomembna pri nadzoru zunanje oblike kristalov. 
Morfologija kristalov estradiola pomembno vpliva na njegove fizikalno-kemijske in 
farmacevtsko-tehnološke lastnosti, kot so topnost, hitrost raztapljanja, porazdelitev velikosti 
delcev, sposobnost mešanja v večkomponentnih zmeseh, stisljivost, ipd., ki posredno vplivajo 
na biološko aktivnost končnega zdravila in proizvodne stroške [35]. Kasneje smo poleg 




Slika 15: SEM sliki delcev rekristaliziranega estradiola iz etanola.  
 
4.3.2. Morfologija fibroinskih tankih filmov brez in z estradiolom 
 
Z vrstično elektronsko mikroskopijo smo preverili izgled pripravljenih tankih filmov brez in 
z estradiolom. Površina filmov brez estradiola je bila gladka (slika 16), medtem ko je bila 
površina filmov z estradiolom izbočena na mestih, kjer so vgrajeni kristali (slika 17).  
 
 
Slika 16: SEM slika površine fibroinskega tankega filma brez estradiola. 
 
Estradiol ima izrazito težnjo kristalizacije v polimerih v odsotnosti antinukleacijskih sredstev. 
Amorfna oblika estradiola je zelo nestabilna in hitro kristalizira, če je izpostavljena zraku. Za 
izdelavo tankih filmov smo estradiol raztopili v etanolu skupaj s polimerno raztopino fibroina 
in posušili na zraku pri sobni temperaturi. Torej, sprejetega ni bilo nobenega specifičnega 
pogoja, da bi ga pretvorili v amorfno stanje med procesom izdelave dostavnega sistema. Za 
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tvorjenje amorfnega stanja oz. zmanjšanje kristaliničnosti je namreč potrebno estradiol po 
izpostavitvi visokim temperaturam hitro ohladiti in takoj uporabiti [14]. V sistemu poleg 
estradiola, polimera in topil ni bilo nobene druge dodane komponente, zato lahko zaključimo, 
da delci, ki jih opazimo skozi sloj filma, predstavljajo kristale estradiola (slika 17). Molekule 
estradiola, raztopljene v zmesi etanola in vode, se med procesom sušenja kopičijo pod 
površino, kjer izhlapeva topilo. To vodi v nastanek nasičenih regij ali območij z višjimi 
koncentracijami estradiola, ki sprožijo spontano kristalizacijo tik pod površino. [36] 
 
 
Slika 17: SEM sliki površine fibroinskih tankih filmov z vgrajenimi kristali estradiola. 
 
4.3.3. Morfologija fibroinskih debelejših filmov brez in z estradiolom  
 
Fibroinske debelejše filme smo pripravili po podobnem postopku, kot so ga opisali Numata in 
sodelavci v svojem znanstvenem članku leta 2011 [45]. Razvili so enostavno in hitro metodo 
priprave fibroinskega hidrogela z etanolom in analizirali proces geliranja, stanje vode, 
sekundarne zgradbe in mehanske lastnosti nastalega hidrogela. Vse večja vsebnost etanola je 
znatno pospešila geliranje fibroina. Na podlagi njihovih ugotovitev smo za pripravo 
fibroinskih filmov uporabili volumsko razmerje raztopine fibroina in etanola 70 : 30, ker 
zagotavlja kratek čas geliranja mešanice (približno 20 min). V primeru tankih filmov, kjer smo 
ravno tako uporabili 30 % (vol.) vsebnost etanola, ni prišlo do geliranja zaradi takojšnjega 
sušenja in izhlapevanja etanola iz formulacije. V drugem primeru smo izhlapevanje etanola 
preprečili, da je nastal hidrogel, ki smo ga nato posušili na zraku v obliko debelejšega filma. 
S tem dodatnim korakom smo dobili cilindrične sisteme zmanjšanih dimenzij (visoke 1,8 ± 
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0,1 mm in s povprečnim premerom 5,5 ± 0,4 mm), netopne v vodi ter z visoko trdoto v 
primerjavi s predhodno hidrogelno obliko, ki smo jo za razliko od posušenih vzorcev lahko 
zlahka prelomili. Ko smo končne dostavne sisteme vstavili v vodni medij, so se ti na videz le 
delno rehidrirali, kar pomeni, da niso prešli v prvotno obliko hidrogelov, kot lahko opazimo 
na spodnji sliki 18.  
 
 
Slika 18: Velikost fibroinskega hidrogela in debelejših filmov z estradiolom med pripravo in 
uporabo. Od leve proti desni: primer vzorca v hidrogelnem stanju, v posušenem stanju, in primer 
neposušenega vzorca po zaključenem testu sproščanja. 
 
Ker je poroznost eden izmed ključnih parametrov, ki vpliva na hitrost raztapljanja estradiola, 
smo z elektronsko mikroskopijo preverili tudi notranjo zgradbo polimernega dostavnega 
sistema. Na slikah 19 A in B, ki prikazujeta morfologijo v prečnem prerezu debelejšega filma 
brez estradiola, lahko opazimo heterogeno mrežno zgradbo, kjer se velikosti por gibljejo od 
0,32 µm do 1,35 µm. SEM sliki debelejših filmov z estradiolom (sliki 19 C in D) kažeta, da je 
bila zdravilna učinkovina uspešno ujeta v fibroinsko ogrodje. Na sliki prečnega prereza 
dostavnega sistema vidimo, da je estradiol rekristaliziral v porah in so njegovi kristali precej 
enakomerno razporejeni po celotnem prerezu. Na površini dostavnega sistema pa so kristali 




Slika 19: SEM slike prečnega prereza fibroinskih debelejših filmov brez estradiola (A in B) in 
prereza vzorca z vgrajenim estradiolom (C) ter njegov površinski izgled (D). 
 
4.3.4. Morfologija poroznih cilindrov z estradiolom 
 
Da bi povečali specifično površino fibroinskih dostavnih sistemov in s tem omogočili hitrejše 
raztapljanje estradiola iz njih, smo tretjo vrsto vzorcev pripravili z metodo liofilizacije. 
Pripravili smo liofilizirane vzorce fibroina z vodno suspenzijo estradiola in liofilizirane vzorce 
raztopin fibroina s 15 % (vol) vsebnostjo etanola, v katerem smo raztopili estradiol. Velikost 
por, ki smo jih izmerili na SEM slikah, je bila od 50 do 100 µm, neodvisno od prisotnosti 
etanola v formulaciji. Vendar smo že med samim rokovanjem opazili, da je dodan etanol 
bistveno povečal krušljivost dostavnih sistemov in vplival na zgradbo in izgled por. Liofilizat 
brez etanola je v prečnem prerezu imel enakomerno zgradbo in gladko površino por (slika 20 
levo). Stene por v vzorcih z dodatkom etanola pa so bile sestavljene iz med seboj povezanih 
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submikronskih fibroinskih globul, kot je prikazano na sliki 20 (desno). Liofilizacija je 
kompleksna metoda, ki se pogosto uporablja za pripravo fibroinskih ogrodij v tkivnem 
inženirstvu, saj rast ledenih kristalov med fazo zamrzovanja vodi do nastanka večjih por v 
matrici fibroina med sublimacijo [1]. Z večjo poroznostjo se poveča specifična površina 
dostavnega sistema, prodor topil in difuzija zdravilne učinkovine ven iz dostavnega sistema. 
 
 
Slika 20: SEM sliki prečnega prereza fibroinskega poroznega cilindra z estradiolom brez etanola 
(levo) in fibroinskega poroznega cilindra s 15 % (vol) etanolno raztopino estradiola (desno) ter 
morfologija sten por. 
 
Pri obeh liofilizatih smo delce estradiola opazili le na površini cilindrov. Večinoma so bili v 
obliki podolgovatih, ploščatih kristalov. Ti so tvorili gost neporozen površinski sloj, ki je 
prekrival fibroinsko porozno površino (slika 21). Predvidevamo, da se je površinski sloj tvoril 
zaradi faze sprožanja kristalizacije in netopnosti fibroina z etanolom, ki smo jo izvedli po 
liofilizaciji. V času inkubacije poroznega cilindra v etanolu se je vgrajeni estradiol verjetno 
raztopil in med odparevanjem topila ponovno rekristaliziral na površini dostavnega sistema. 
Taka porazdelitev bi verjetno vodila do takojšnjega raztapljanja estradiola in nekontrolirane 
kinetike sproščanja. Večja poroznost dostavnih sistemov, večja specifična površina in možnost 
lažje difuzije ne bi imeli vpliva na sproščanje estradiola iz neporoznega površinskega sloja. 
Ker s to metodo nismo uspeli pripraviti dostavnih sistemov z želenimi lastnostmi, smo opustili 




Slika 21: SEM sliki morfologije in kristalnih oblik estradiola na površini fibroinskih poroznih 
cilindrov. 
 
4.4. Analiza vzorcev z infrardečo spektroskopijo s Fourierjevo transformacijo  
 
FT-IR analizo smo izvedli za preučitev morebitnih interakcij in sekundarne konformacije 
fibroinskih filmov brez in z estradiolom. FT-IR spektri praznih filmov brez estradiola 
potrjujejo, da etanol ni vplival na spremembo sekundarne strukture med pripravo tankih 
filmov, je pa povečal vsebnost β-struktur z geliranjem fibroina v primeru debelejših filmov. 
FT-IR spektri fibroinskih filmov z estradiolom izkazujejo predvsem značilne vrhove fibroina, 
ki prekrivajo vrhove estradiola, na podlagi katerih bi lahko sklepali o nastanku interakcij med 
estradiolom in fibroinom. Prisotnost estradiola v dostavnem sistemu ni vplivala na spremembo 
položaja in oblike vrhov, ki so značilni za fibroin. Glede na spektre praznih fibroinskih filmov, 
estradiol ni povzročil spremembe sekundarne strukture fibroina in povečanje kristaliničnosti 
dostavnega sistema. 
 
Glavna ponavljajoča strukturna enota beljakovin je peptidna skupina in daje do 9 značilnih 
pasov v IR spektru beljakovin, z imeni amid A, B, I, II, itn. do VII. Med temi sta amid I in II 
najbolj značilna pasova, ki ju najdemo v IR spektrih beljakovin in polipeptidov [46]. Glavni 
amidni pasovi v IR spektru fibroina so prav tako amid I, II in III (slika 22). Območje amida I, 
v razponu med 1600 in 1700 cm-1, je najbolj intenziven absorpcijski pas v proteinih, v katerem 
vladajo nihanja (raztegovanje) C=O in C-N skupin. Amid II v območju med 1510 in 1580   
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cm-1 izhaja iz N-H upogibanja in nihanja C-N in C-C. Amid III (upogibanje C-C-N), ki se 
pojavi okoli 1230 cm-1, je odvisen od narave stranskih verig in vezave vodika [25]. Študije o 
zgradbi fibroina so razkrile dva različna strukturna modela: svila I, za katero je znano, da je 
bogata z naključno zvitimi klobčiči in α-vijačnicami, ter svila II, za katero je znano, da je 
bogata z β-ravninami. V literaturi lahko najdemo pozicije amidov, ki ustrezajo značilnim 
konformacijam fibroina in so navedene v spodnji preglednici (preglednica VI) [26]. 
 
 
Slika 22: Primerjava FT-IR spektrov v območju treh amidnih pasov (z označenimi značilnimi 
konformacijami) za fibroin, v treh različnih oblikah: kot suha snov po sušenju polimerne raztopine, 
amorfen tanek film brez estradiola in kristalinični debelejši film brez estradiola. 
 
Preglednica VI: Dodelitev absorpcijskih uklonov konformacijskih struktur fibroina za frekvence 
amidnih pasov [1, 26, 27]. 
Absorpcijski pasovi α-vijačnice (cm-1) β-ravnine (cm-1) Naključna konformacija (cm-1) 
amid I 1655–1662 1620–1630 1637–1655 
amid II 1531–1542 1515–1530 1535–1545 
amid III 1230 1240–1260 1235 
 
Na sliki 22 vidimo IR spekter fibroina in spektra tankega in debelejšega filma, pripravljenih s 
30 % (vol.) etanola, brez estradiola. Spektra samega fibroina in tankega filma se ne razlikujeta 
med seboj, zato lahko ovržemo vpliv etanola na konformacijo fibroina med pripravo tankih 
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filmov. Fibroinski filmi (tudi debelejši film brez estradiola) so imeli podobne spektre za amide 
II in III s pasovi pri 1513 cm-1 in 1230 cm-1, kar pomeni, da so bili trije tipi vzorcev pretežno 
mešanica β-ravnin in α-vijačnih struktur, kot je prikazano na sliki 22. Opazili smo lahko nekaj 
razlik v spektrih, ki so najbolj razvidne v območju amida I. Vrh debelejšega filma se je 
premaknil od 1637 cm-1 do 1621 cm-1, kar je nakazovalo, da se je amorfna struktura svile I 
spremenila v bolj kristalinično svilo II. Uklon pri 1621 cm-1 je značilen vrh za β-ravnine, 
medtem ko je uklon pri valovni dolžini 1637 cm-1 značilen za strukturo naključnih klobčičev; 
ti imajo namreč vrhove v območjih med 1637 do 1655 cm-1 [47]. Vzorec debelejšega filma še 
vedno vsebuje delež neurejenih struktur, saj je spekter amida I še vedno širok v območju 
naključnih klobčičev (levo od vrha pri 1621 cm-1), vendar ima zaradi višjega vrha pri 1621 
cm-1 in dodatnega vrha pri valovni dolžini 1700 cm-1 večji delež β-ravnin. Območje vrhov 
med 1697 in 1703 cm-1 namreč tudi lahko predstavlja šibke β-ravnine [48]. Na večjo vsebnost 
β-struktur v hidrogelnih vzorcih nakazuje tudi ožja oblika vrha okoli 1530 cm-1, v primerjavi 
s široko obliko vrhov amorfnih vzorcev samega fibroina in tankega filma. Da se je delež 
kristaliničnih domen v debelejših filmih povečal, lahko trdimo tudi zaradi prisotnosti 
dodatnega vrha v območju amida III (1264 cm-1) [26].  
 
FT-IR spekter debelejšega filma z estradiolom (slika 23) je bil zelo podoben spektru praznega 
debelejšega filma brez estradiola. Slednji ima vrh amida I pri 1620 cm-1, značilnega za višje 
deleže β-ravnin, zaradi procesa priprave vzorca in geliranja fibroina v obliko hidrogela. Tudi 
dostavni sistem z estradiolom ima spekter z najvišjo intenziteto amidnih I in II vrhov okoli 
1620 in 1510 cm-1, značilnih za β-strukturno konformacijo, kar nakazuje na dobro 
kristaliničnost vzorcev [25]. Prisotnost estradiola potemtakem nima dokazanega vpliva na 
stopnjo kristaliničnosti fibroinskega dostavnega sistema. Ta se spreminja zaradi načina 
priprave vzorca z vmesno obliko hidrogela ob prisotnosti etanola, ki dehidrira peptidne verige 
proteina in omogoči povezovanje v stabilnejše β-konformacije [45].  
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Slika 23: FT-IR spekter estradiola, fizikalne zmesi fibroina in estradiola ter debelejšega filma z 
estradiolom.  
 
Primerjava FT-IR spektra debelejšega filma z estradiolom s spektrom estradiola (slika 23) je 
pri obeh pokazala značilno intenzivno široke O-H uklone v območju 3100-3600 cm-1, s 
središčem pri 3430 cm-1 in 3190 cm-1 za spekter estradiola, kar pomeni, da imata obe snovi 
(fibroin in estradiol) v strukturi vodikove vezi z molekulami vode, zajete v kristalni strukturi. 
Deformacijskim vibracijam fenolne O-H skupine estradiola je dodeljen pas pri 1359 cm-1. 
Območje blizu 1283 cm-1 absorpcijskega spektra estradiola je prav tako značilen za nihanje 
hidroksilnih skupin, vezanih na D obroču molekule [49, 50]. Tudi IR spekter estradiola ima 
intenzivne vrhove v območju amida I in II (1609 in 1586 cm-1 ), zato se v vzorcih s fibroinom 
vrhovi prekrivajo in na tem mestu ne moremo pridobiti neposredne informacije o interakciji 
med estradiolom in fibroinom. Klub temu, da je v formulaciji debelejšega filma vgrajen 
estradiol, v njegovem analiziranem spektru ni bilo sledi signalov estradiola (slika 23). 
Predpostavljamo, da vrhovi, značilni za fibroin, prekrivajo vrhove, značilne za estradiol, 
zaradi premajhne koncentracije estradiola v vzorcu. Zato smo posneli tudi FT-IR fizikalne 
zmesi fibroina in estradiola, kjer sta snovi v enakem masnem razmerju (slika 23), vendar se ni 
bistveno razlikoval od spektra debelejšega filma z estradiolom. 
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4.5. Analiza vzorcev z rentgensko praškovno difrakcijo 
 
Za ugotavljanje kristaliničnosti fibroinskih dostavnih sistemov brez in z estradiolom smo 
izvedli tudi analizo vzorcev z metodo XRD. Najprej smo analizirali prazne fibroinske filme 
brez zdravilne učinkovine. Kot je razvidno iz rezultatov na sliki 24, je imela krivulja XRD 
fibroinskih tankih filmov zelo šibek in širok vrh, ki se je raztezal od 12,5 ° do 30 °. To je 
značilen difrakcijski vzorec amorfnega fibroina, saj se ujema z rezultati, ki so jih objavili Steffi 
in sodelavci [41]. Ker je fibroin polkristalni polimer s kristaliti, vgrajenimi v amorfno ogrodje, 
so njegovi odsevi široki (vrhovi s središčem okoli 21,5 °) [25]. Odboji v 2θ razmiku pri 9,7 ° 
in 28,6 ° so pripisani naključnim in α-strukturam svile I, medtem ko so tisti pri 19,2 °, 20,8 ° 
in 25,1 ° pripisani strukturam β-ravnin svile II [1]. XRD krivulja debelejšega filma ima 
močnejši in ostrejši vrh okrog 20,5 ° in drugi vrh okrog 25,1 °, kar na podlagi drugih študij 
kaže na to, da je imel fibroin zaradi geliranja z etanolom značilne difrakcijske vrhove kristalne 
strukture β-ravnin [41].  
 
 
Slika 24: Difraktogrami fibroinskih filmov brez in z vgrajenim estradiolom.  
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Analizirani vzorec estradiola (slika 25) izkazuje difraktogram z značilnimi vrhovi za estradiol 
hemihidrat. Ti se ponavadi pojavljajo na pozicijah 13,14 °, 15,74 °, 18,26 °, 22,62 ° in 26,58 
°, kot poročajo tudi v drugih študijah [51, 52]. Estradiol hemihidrat je najpogostejša in 
najstabilnejša kristalna oblika estradiola, vendar lahko obstaja v različnih psevdopolimorfnih 
oblikah, npr. kot hemisolvat, odvisno od vrste topila, uporabljenega pri kristalizaciji. Poleg 
tega imajo polimorfi ali psevdopolimorfi svojevrstno razporeditev molekul znotraj kristalne 
rešetke, kar neposredno vpliva na zunanjo obliko kristala [31]. Kristalna morfologija se lahko 
spremeni s pritrditvijo molekul topila na kristalne površine preko vodikovih vezi [41]. Kakor 
smo opazili že pri morfološki analizi delcev estradiola s SEM, je do spremembe kristalne 
morfologije prišlo pri rekristalizaciji estradiola iz etanola. Na difraktogramu estradiola, 
rekristaliziranega iz etanola (slika 25), so prisotni uklonski maksimumi na enakih položajih 
kot pri neobdelanem vzorcu, kar nakazuje, da gre še vedno za enako polimorfno obliko. Tudi 
Park in sodelavci so poročali, da si s primerjavo difraktogramov estradiola ne moremo 
pomagati pri razločevanju med solvatnimi molekulami v kristalih [35].  
 
 
Slika 25: Difraktograma komercialnega estradiola in estradiola, rekristaliziranega iz etanola. 
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Nekaj tipičnih refleksij estradiola, na primer 13,2 °, 18,4 °, 22,8 ° in 26,7 °, lahko opazimo 
tudi na difraktogramih fibroinskih tankih filmov z estradiolom (slika 24). Ker je bil fibroin v 
tankem filmu amorfen, ni ustvaril posebnega rentgenskega odziva, ki bi lahko motil nastanek 
difrakcijskega vzorca estradiola. Vrh pri 18,4 ° ima največjo neto površino vseh značilnih 
refleksij estradiola (po odštetju amorfnega ozadja polimera) in je najbolj izrazit v referenci, tj. 
čisti estradiol hemihidrat (slika 25) [51]. V tej študiji so kristali, ki so se izoblikovali v 
fibroinskem polimernem filmu, pokazali enak vzorec rentgenske difrakcije kot čisti estradiol 
hemihidrat. Fibroin spodbuja rast najstabilnejše kristalne oblike estradiol hemihidrata. 
Predpostavljamo, da se je oblikovala ista kristalna rešetka zdravilne učinkovine, ne glede na 
to, ali je bila v polimernem ogrodju ali v čistem topilu. Nobenega dokaza nismo dobili, da je 
fibroin vplival na kristalno strukturo. Če bi bil polimer vgrajen v kristal, bi bistveno spremenil 
kristalno rešetko in položaje uklonskih maksimumov [41]. 
 
4.6. Validacija HPLC metode za estradiol 
 
Glede na namen uporabe metode, potrebnih količin reagentov in odzivov sistema HPLC, smo 
se med njenim razvojem odločili, da bomo linearnost metode določanja estradiola preverjali v 
območju od 1–30 µg/mL. Kot vidimo na sliki 26, je bila metoda linearna v celotnem testiranem 
območju z determinacijskim koeficientom R2 ≥ 0,999. Na sliki 26 so predstavljene povprečne 
vrednosti AUC estradiola s pripadajočimi intervali napak. S pomočjo linearne regresije smo v 
programu Microsoft Excel določili enačbo premice y = 7,181x – 2,5037. Na podlagi te enačbe 
smo izračunali vrednosti 1,15 µg/mL, ki predstavlja mejo detekcije analita. 3,49 µg/mL pa je 




Slika 26: Vrednosti AUC v odvisnosti od standardnih koncentracij estradiola. 
 
4.7. Topnost estradiola v mediju za sproščanje 
 
Razvoj ustrezne in vitro metode sproščanja, ki bo čim bolje ponazorila obnašanje farmacevtske 
oblike in vivo, je zlasti pomemben pri učinkovinah, kjer je absorpcija omejena s hitrostjo 
raztapljanja. Ker je topnost eden ključnih parametrov, ki vplivajo na hitrost raztapljanja, je 
pomembno preučevanje le-tega [53]. Zato smo spremljali vpliv dveh različnih medijev na 
raztapljanje estradiola, ki spada med slabo topne, dobro permeabilne učinkovine. Preučevali 
smo raztapljanje estradiola v vodnem mediju s fiziološkim fosfatnim pufrom brez in z 
dodatkom 0,5 % SDS. Kakor je razvidno v preglednici VII, smo ugotovili, da je uporaba SDS 
bistveno povečala topnost estradiola na 73 μg/mL in zagotavljala sproščanje s »sink« pogoji. 
V Evropski farmakopeji je za in vitro metode sproščanja priporočeno, da je koncentracija 
raztopljene zdravilne učinkovine v mediju vsaj 3-krat manjša od njene topnosti, da zagotovimo 
tako imenovane »sink« pogoje. Torej, le dokler so koncentracije sproščene zdravilne 
učinkovine iz farmacevtske oblike dovolj nizke, so vzdrževani »sink« pogoji.  
Ker mnogi vodni mediji (npr. PBS) ne zagotavljajo tega pogoja za spojine z nizko topnostjo, 
kot je estradiol, je razvoj metode raztapljanja lahko izziv za farmacevtskega znanstvenika [37, 
50]. V literaturi je navedena topnost estradiola 1,5 µg/mL (v vodi pri 25 °C), zato je bilo v 
našem primeru treba premisliti, kako odpraviti oviro počasnega in nizko stopenjskega 
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sproščanja [54]. Standardni načini, s katerimi lahko vplivamo na nasičeno topnost zdravilne 
učinkovine v mediju, temeljijo na spreminjanju medija za raztapljanje, običajno s 
prilagajanjem pH vrednosti, dodajanjem površinsko aktivne snovi (najpogosteje SDS) ali v 
redkih primerih z uporabo organskih topil [53, 55, 56].  
 
Preglednica VII: Priprava vzorcev za določanje topnosti estradiola (E2) v medijih za raztapljanje in 
pripadajoče izmerjene topnosti. 
 
Zanimalo nas je tudi, ali se z raztapljanjem estradiola v etanolu in s ponovno kristalizacijo 
zaradi izhlapevanja topila med pripravo vzorcev topnost estradiola spremeni. Kljub drugačni 
morfologiji kristalov v primerjavi z originalnim estradiolom po kristalizaciji nismo opazili 
pomembnejše spremembe v njegovi topnosti (preglednica VII). 
 
4.8. Enakomernost vsebnosti estradiola v fibroinskih filmih  
 
Enakomernost vsebnosti enoodmernih oblik v Ph. Eur. 9izd. (Uniformity of content of single 
dose preparation) predpisuje interval vsebnosti učinkovine med 85 % in 115 % teoretične 
mase učinkovine v farmacevtski obliki. Kakor je predlagano v farmakopejskem odlomku, smo 
vsebnost estradiola določevali desetim primerkom debelejših filmov. Skupaj z rezultati za 
tanke filme, ki so prikazani v preglednici VIII, lahko potrdimo, da vsi dostavni sistemi 
ustrezajo oz. vsebujejo predvideno količino estradiola, kar omogoča njihovo relativno 
primerjavo. Deleže in vitro sproščenega estradiola iz debelejših filmov smo računali glede na 
izmerjeno povprečno vsebnost estradiola, tj. 1,04 ± 0,03 mg.  
 









E2 ⁓ 6 PBS, pH = 7,4 37 ± 1 2,8 ± 0,2 
E2 rekr. iz EtOH ⁓ 6 PBS, pH = 7,4 37 ± 1 2,6 ± 0,1 
E2 ⁓ 30 PBS, pH = 7,4 + 0,5 % SDS 37 ± 1 73,4 ± 2,5 
E2 rekr. iz EtOH ⁓ 30 PBS, pH = 7,4 + 0,5 % SDS 37 ± 1 78,1 ± 0,8 
Vrsta vzorca Teor. vsebnost (mg) Povp. vsebnost (mg) Povp. vsebnost (%) 
tanki filmi (n = 3) 1 1,08 ± 0,01 107,69 
debelejši filmi (n = 10) 1 1,04 ± 0,03 103,75 
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Test, ki temelji na 10-dnevnem raztapljanju estradiola iz debelejših filmov v etanolni medij, 
ni primeren za določanje vsebnosti estradiola v tankih filmih, saj pride med inkubiranjem v 
etanolu do indukcije β-ravnin v filmu in vgrajevanja estradiola v fibroinsko netopno ogrodje. 
Posledično ne pride do njegovega popolnega raztapljanja v medij, zato smo enakomernost 
vsebnosti estradiola v tankih filmih vrednotili v puferskem vodnem mediju z 0,5 % SDS. Ta 
metoda je omogočila raztapljanje amorfnih dostavnih sistemov v medij, v katerem je estradiol 
dobro topen. Povprečna vsebnost estradiola v tankih filmih, ki smo jo upoštevali pri računih 
testa sproščanja, je 1,08 ± 0,01 mg (n = 3).  
 
4.9. Sproščanje estradiola iz fibroinskih filmov 
 
In vitro testi sproščanja iz trdnih farmacevtskih oblik so zelo pomembno orodje za razvoj 
formulacij s prirejenim sproščanjem. S preizkusi sproščanja estradiola iz fibroinskih filmov 
smo preučili vpliv različne stopnje kristaliničnosti fibroina, predvsem pa ugotovili primernost 
fibroina kot ogrodnega polimera za podaljšano sproščanje. Pri načrtovanju fibroinskih 
dostavnih sistemov s podaljšanim sproščanjem in razvoju metod za njihovo testiranje smo 
upoštevali številne dejavnike, med katerimi je bil eden izmed pomembnejših mehanska 
občutljivost in stopnja kristaliničnosti fibroina. Slednji parameter, ki bistveno vpliva na 
sproščanje estradiola iz fibroinske formulacije, smo preučevali s primerjavo sproščanja iz 
tankih in debelejših filmov. Zbrane meritve profilov sproščanja v odvisnosti od časa so 
prikazane v grafih na slikah 27–29. Podatke smo razvrstili glede na medij sproščanja in v 
primeru sproščanja v »sink« pogojih smo rezultate ločili tudi glede na vrsto formulacije 
vzorcev.  
 
4.9.1. Sproščanje estradiola iz fibroinskih filmov v »non-sink« pogojih 
 
Na sliki 27 so vidni rezultati sproščanja v fosfatnem pufru v »non-sink« pogojih, saj je ta 
pogosto opisan v znanstveni literaturi [35, 37, 50]. Najhitreje se je estradiol sprostil iz tankih 
filmov, saj se je le v nekaj minutah raztopilo skoraj celotno fibroinsko ogrodje. V približno 4 
urah se je sprostilo več kot 50 % (m/m) estradiola in prišlo je do supersaturacije oz. 
prenasičenja. V tem stanju je bila koncentracija estradiola v mediju večja, kot je bila v primeru 
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izmerjene ravnotežne topnostne koncentracije v PBS-u. Stopnja nasičenja se je počasi nižala 




Slika 27: Profil sproščanja estradiola iz fibroinskih filmov v »non-sink« pogojih (medij PBS). 
 
Kakor je razvidno iz modre krivulje na sliki 27, se je estradiol iz debelejših filmov v enakem 
mediju sproščal veliko počasneje. Po enem tednu se je sprostilo le 20 % vgrajenega estradiola. 
Predpostavljamo, da bi se v primeru nadaljevanja testiranja obe krivulji najverjetneje srečali 
pri ravnotežni topnostni koncentraciji. Ker je bilo sproščanje estradiola zelo počasno, smo test 
zaključili po desetih dnevih. To obdobje je zadostovalo za dokaz, da PBS ni najprimernejši 
medij za daljše testiranje mehanizma sproščanja, saj v njem ne bi uspeli raztopiti 100 % 
odmerne oblike.  
 
4.9.2. Sproščanje estradiola iz fibroinskih filmov v »sink« pogojih 
 
S sproščanjem estradiola iz tankih in debelejših filmov v pufer z dodatkom 0,5 % SDS-a smo 
dobili drugačni krivulji. Iz tankih filmov smo dosegli 100 % takojšnjo sprostitev estradiola ali 
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»burst release« že po nekaj urah in se izognili fazi supersaturacije (slika 28). Oblika profila 
sproščanja estradiola je ostala podobna kakor v mediju brez površinsko aktivne snovi (slika 
27). Rezultati so v skladu s pričakovanji, zaradi velike vsebnosti amorfnih domen, večje 
hidrofilnosti in posledičnega hitrega raztapljanja fibroinskega ogrodja. Prav tako ti rezultati 
nakazujejo, da med procesom izdelave in sušenja tankih filmov najverjetneje ne prihaja do 
močnih interakcij oz. kovalentne vezave estradiola s polimernimi verigami fibroina in se 
estradiol takoj sprosti v medij.   
 
 
Slika 28: Profil sproščanja estradiola iz tankih filmov v “sink” pogojih (medij PBS + 0,5 % SDS). 
 
Sproščanje estradiola iz debelejših filmov, kakor prikazuje slika 29, je bilo veliko počasnejše 
in kontrolirano. Po ⁓10 dneh se je sprostilo komaj 35,5 % estradiola, zato smo meritve 
nadaljevali in pokazali podaljšano sproščanje estradiola za več kot 129 dni oz. več kot 4 
mesece. V primeru debelejših filmov ni prišlo do pojava takojšnjega sproščanja in smo prvi 
odziv na HPLC-ju izmerili pod mejo kvantifikacije šele po osmih urah sproščanja. V prvem 
tednu smo opazili povišano hitrost raztapljanja estradiola. V roku 24 ur se je sprostilo 12 % 
estradiola, v naslednjih treh dnevih naknadnih 12 %, tekom nadaljnjih meritev pa se je hitrost 
raztapljanja estradiola iz dostavnih sistemov počasi še zmanjševala.  
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Slika 29: Profil sproščanja estradiola iz debelejših filmov v »sink« pogojih (medij PBS + 0,5 % 
SDS). 
 
Podaljšano sproščanje estradiola iz debelejših filmov si lahko razlagamo kot posledico 
molekulske mreže fibroinskega hidrogela. Ta je nastala med pripravo z etanolom, ki dehidrira 
molekule fibroina, povečuje intra- in intermolekulske vezi, kar zagotavlja geliranje raztopine 
[45]. Po geliranju se naključno zvite polipeptidne verige fibroina preoblikujejo v strukture β-
ravnin, ki se nato združujejo v kompleksnejše večje agregate oz. oblike molekulsko 
premreženih struktur, poznane pod imenom hidrogel [1, 22, 26]. Ker smo v našem primeru 
fibroinski hidrogel z vgrajenim estradiolom še posušili na zraku, smo dobili kompakten 
polimerni dostavni sistem z nizko topnostjo v vodi, majhno poroznostjo in počasno hidratacijo. 
V času sproščanja ti sistemi ne nabrekajo in ne erodirajo, tako da zgradba ogrodja ostane 
definirana in nespremenjena. 
 
Guziewicz in sodelavci so v študiji poročali o multimodalnem mehanizmu nadzorovanega 
sproščanja monoklonskih protiteles iz liofiliziranih fibroinskih hidrogelov [57]. Na podlagi 
njihovih in lastnih rezultatov predpostavljamo, da je hidrofobnost glavna gonilna sila, ki 
upočasnjuje sproščanje estradiola iz debelejših filmov. S sušenjem hidrogelov smo povečali 
gostoto fibroina in omejili prodiranje topila. Gostota fibroina vpliva na hidratacijsko upornost 
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in posledično na sposobnost prekinitve hidrofobnih interakcij, ki nadzorujejo sproščanje 
zdravilne učinkovine iz dostavnega sistema. [57] 
 
Mehanizem sproščanja estradiola iz fibroinskih dostavnih sistemov je kompleksen proces, na 
katerega močno vpliva hidratirana gelska plast, ki nastane na površini sistema in upočasni 
nadaljnje prodiranje medija. Sproščanje je potemtakem nadzorovano tudi z debelino gelskega 
sloja. Osrednji del polimernega ogrodja služi kot rezervoar zdravilne učinkovine. Ko medij 
prodira v dostavni sistem, se fibroinske polimerne verige najprej hidratirajo in nato relaksirajo, 
kar omogoča difuzijo raztopljenega estradiola iz debelejšega filma. Na površini dostavnega 
sistema, ki je v stiku z okoliškim medijem, se vzpostavi značilna počasi premikajoča erozijska 
fronta, kar je razlog za počasnejše sproščanje. Zaradi počasnega izhlapevanja topila med fazo 
sušenja je verjetno prišlo tudi do migracije deleža estradiola proti površini sistema, kar razloži 
povečano hitrost raztapljanja estradiola v prvem tednu. [45] 
 
Z razumevanjem mehanizma sproščanja lahko opredelimo več kontrolnih točk za spreminjanje 
hitrosti sproščanja in stabilnosti zdravilne učinkovine. Pokazali smo, kako je sposobnost 
sproščanja estradiola iz dostavnega sistema mogoče regulirati s fizikalnimi lastnostmi, 
dimenzijami in kristaliničnostjo fibroinskega filma. Za manipulacijo lastnosti dostavnega 
sistema in sproščanja zdravilne učinkovine lahko uporabimo različne strategije, bodisi 
posamično bodisi v kombinaciji. Dostavne sisteme lahko posredno načrtujemo s 
spreminjanjem parametrov obdelave, kot so npr. pH in koncentracija raztopine fibroina, 
raztopine estradiola, metode in stopnje sušenja in vsebnost vlage [57]. Koncentracija fibroina 
je kritični parameter, ki določa končno poroznost in mehanske lastnosti dostavnega sistema 
[1]. Z večjo koncentracijo fibroina smo v primeru debelejših filmov dobili manjšo poroznost 
in večjo vsebnost β-ravnin, ki so vplivale na počasnejšo difuzijo in posledično podaljšano 
sproščanje estradiola iz dostavnih sistemov. Na lastnosti fibroina lahko neposredno vplivamo 
s kemično modifikacijo proteinskih stranskih verig ali z uvedbo kopolimera. Sproščanje 
estradiola je mogoče nadzorovati s spreminjanjem hidratacijskih lastnosti, vsebnosti topil ali 
z vključitvijo pomožnih snovi, kot so soli, površinsko aktivne snovi, hidrofilne molekule ali 
drugi modifikatorji. Želeno časovno odvisno sproščanje je mogoče doseči z optimiziranjem 
stopnje odstranjevanja topil: etanola (npr. s spremembo metode, s spiranjem nosilcev z vodo 
54 
namesto sušenja) in vode (npr. hitrejše sušenje pri višji temperaturi, v vakuumu). Topilo, ki je 
ujeto v tridimenzionalni gelski mreži, je odločilnega pomena za učinkovito difuzijo estradiola, 
ker omogoča njegovo raztapljanje in difuzijo. Potrebne bi bile še nadaljnje natančne raziskave 
o količini prostega in vezanega topila znotraj dostavnih sistemov kot osnova za optimizacijo 
in napoved kinetike sproščanja zdravilne učinkovine iz njih [45, 58]. Ne nazadnje lahko 
dostavni sistem za podaljšano, lokalno zdravljenje izboljšamo in optimiziramo z izbiro druge 








V okviru magistrske naloge smo pripravili, testirali in analizirali biopolimerne dostavne 
sisteme z estradiolom. Za biopolimer smo izbrali fibroin, protein, pridobljen iz svile, ki je 
dokaj nov na farmacevtskem področju z edinstveno kombinacijo želenih lastnosti. Iz kokonov 
sviloprejke B. mori smo ga uspešno izolirali v obliki raztopine po znani metodi, ki smo jo 
prilagodili z namenom, da bi ohranili čimbolj naravne lastnosti fibroina, preprečili cepitev na 
krajše polipeptidne verige ter zagotovili boljšo ponovljivost postopka. Z vmesnimi 
kontrolnimi postopki smo spremljali in ovrednotili čistost in kvaliteto proizvedene 
biopolimerne surovine. Pri izvedenih izolacijah fibroina je bila ponovljivost dobra, s 
povprečnim izkoristkom 46,8 % in relativno nizko standardno deviacijo (2,7 %). Za uspešno 
odstranitev Na2CO3 in sericina iz 20 g kokonov zadostuje 7-kratno spiranje fibroinskih vlaken 
z 1 L ultra čiste vode. Metodo priprave raztopine fibroina smo izboljšali s stalnim, 
avtomatskim pretokom in spremljanjem padca prevodnosti dializne vode, zaradi katerega smo 
uspeli več dni trajajoč proces razsoljevanja skrajšati na 21 ± 2 ure. Za povečanje koncentracije 
raztopine fibroina smo uporabili veliko hitrejšo, relativno enostavno in manj invazivno metodo 
centrifugalne filtracije.  
 
V drugem delu naloge smo iz pripravljene raztopine fibroina uspešno razvili sistem za 
podaljšano sproščanje farmacevtsko pomembnega hormona estradiola. Iz širokega nabora 
tehnik izdelave smo pokazali enostaven in razširljiv pristop z raztapljanjem estradiola v 
etanolu in neposrednim vključevanjem v raztopino fibroina ter pospeševanjem geliranja 
zmesi. Z zaključnim korakom sušenja fibroinskega hidrogela smo pridobili debelejši film, 
biopolimerni dostavni sistem zmanjšanih dimenzij z nizko topnostjo v vodi, majhno 
poroznostjo, počasno hidratacijo in mehansko trdnostjo, ki bi olajšala rokovanje in npr. 
implantacijo v telo. Na podlagi rezultatov analiz dostavnih sistemov lahko trdimo: 
• Dostavni sistemi vsebujejo 1 mg estradiola, ki je v obliki podolgovatih, ploščatih kristalov 
enakomerno razporejen po celotnem fibroinskem filmu. 
• XRD difraktogrami tankih filmov so pokazali, da fibroin spodbuja rast najstabilnejše 
kristalne oblike estradiol hemihidrata.  
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• Z XRD in FT-IR analizami smo potrdili dobro kristaliničnost debelejših filmov. 
Fibroinsko sekundarno strukturo je sestavljala mešanica α-vijačnic in prevladujočih β-
ravnin. Večji delež β-ravnin smo razbrali iz FT-IR spektra, ki je imel dodaten vrh pri 1703 
cm-1, višji vrh pri 1621 cm-1 v območju amida I in dodaten pik v območju amida III (1264 
cm-1). 
• Pri testih sproščanja je bila ponovljivost med vzporednimi poskusi dobra. Sam PBS ni bil 
primeren medij za daljše spremljanje sproščanja, saj je izmerjena topnost estradiola zelo 
nizka (2,8 μg/mL). Dodatek natrijevega dodecil sulfata v PBS je bistveno povečal topnost 
(73 μg/mL) in zagotovil sproščanje v »sink« pogojih.  
• In vitro sproščanje estradiola iz debelejših filmov smo nadzorovali 129 dni oz. 4 mesece. 
V tem času ti sistemi niso nabrekali in erodirali, zgradba ogrodja je ostala nespremenjena. 
Mehanizem sproščanja estradiola je difuzijski. 
• Podaljšano sproščanje smo primarno pripisali hidrofilnim/hidrofobnim interakcijam med 
estradiolom in fibroinom ter povečani gostoti in kristalinični vsebini fibroinskega 
debelejšega filma. Hidrofobnost fibroinskega ogrodja predstavlja sredstvo, s katerim lahko 
nadziramo sproščanje estradiola. 
Možnost prilagajanja profila sproščanja polimernega sistema je pomembna za doseganje 
terapevtske koncentracije zdravila. Hitrost sproščanja prilagajamo z nadzorovanjem 
molekulske konformacije fibroina, koncentracije, stopnje kristaliničnosti in parametri 
formulacije, kot so velikost, debelina fibroinskega dostavnega sistema, masno razmerje 
polimer/učinkovina in moč interakcij med njima. Kombiniranje različnih fibroinskih 
dostavnih sistemov v enem izdelku vodi v širok nabor možnosti za dostavo zdravil, z ločenimi 
kinetikami sproščanja. Zaradi kemijske inertnosti pri fizioloških pogojih ter 
biokompatibilnosti predstavljajo dostavni sistemi na osnovi fibroina privlačno alternativo 
klasičnim sinteznim polimernim sistemom, še posebno na področju hormonskih terapij, kjer 
so potrebne nizke koncentracije učinkovine skozi daljši čas.   
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